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         Introduction 
Tableau 1 : classification du genre Nicotiana 
Sous-genre Section Espèce Auteur Nombre chromosomique (2n)
 Paniculatae glauca Graham 24 
  paniculata Linnaeus 24 
  knightiana Goodspeed 24 
  solanifolia Walpers 24 
Rustica  benavidesii Goodspeed 24 
  cordifolia Philippe 24 
  raimondii Macbride 24 
 Thyrsiflorae thyrsiflora Bitter ex Goodspeed 24 
 Rusticae rustica Linneaus 48 
 Tomentosae tomentosa Ruiz et Pavon 24 
  tomentosiformis Goodspeed 24 
  otophora Grisebach 24 
Tabacum  kawakamii Ohashi 24 
  setchellii Goodspeed 24 
  glutinosa Linnaeus 24 
 Genuinae tabacum Linnaeus 48 
 Undulatae undulata Ruiz et Pavon 24 
  arentsii Goodspeed 48 
  wigandioïdes Koch et Fintelman 24 
 Trigonophyllae trigonohylla Dunal 24 
  palmeri Gray 24 
 Alatae sylvestris Spegazzini et Comes 24 
  langsdorffii Weinmann 18 
  alata Link et Otto 18 
  forgetiana Hort ex Hemsley 18 
  bonariensis Lehmann 18 
  longiflora Cavanilles 20 
  plumbaginifolia Viviani 20 
 Repandae repanda Willdenow ex Lehmann 48 
  stocktonii Brandegee 48 
  nesophila Johnston 48 
 Noctiflorae noctiflora Hooker 24 
  petunioïdes (Griseback) Millan 24 
  acaulis Spegazzini 24 
  ameghinoi Spegazzini ? 
 Acuminatae acuminata (Graham) Hooker 24 
  pauciflora Remy 24 
  attenuata Torrey ex Watson 24 
  longibracteata Philippi ? 
  miersii Remy 24 
Pétunioïdes  corymbosa Remy 24 
  linearis Philippi 24 
  spegazzinii Milan 24 
 Bigelovianae bigelovii (Torrey) Watson 48 
  clevelandii Gray 48 
 Nudicaules nudicaulis Watson 48 
 Suaveolentes benthamiana Domin 38 
  umbratica Burbidge 46 
  cavicola Burbidge 46 
  debneyi Domin 48 
  stenocarpa Wheeler ? 
  gossei Domin 36 
  amplexicaulis Burbidge 36 
  maritima Wheeler 32 
  velutina Wheeler 32 
  hesperis Burbidge 42 
  occidentalis Wheeler 42 
  simulans Burbidge 40 
  megalosiphon Heurck et Mueller 40 
  rotundifolia Lindley 44 
  excelsior Black 38 
  suaveolens Lehmann 32 
  ingulba Black 40 
  exigua Wheeler 32 
  goodspeedii Wheeler 40 
  rosulata (S. Moore) Domin 40 
  fragrans Hooker 48 
  africana Merxmüller et Buttler 46 
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INTRODUCTION 
1 Présentation de la plante  
1.1 Histoire et botanique 
La culture du tabac a son origine en Amérique, il y a plus de 3 000 ans. Les indiens 
commencent à rouler les feuilles de tabac jusqu’à obtenir une sorte de grand cigare qu’ils 
appellent “tabaco”. Avant la découverte des Amériques, le tabac est surtout une plante sacrée 
et curative, utilisée par des prêtres et des chamanes. C’est Christophe Colomb en 1492 qui 
découvre le tabac à Cuba et l’importe pour la première fois en Europe. 
Le tabac triomphe en France grâce à Jean Nicot en 1560. Celui-ci, croyant à l’effet curatif de 
la plante, envoie de la poudre à la Reine Catherine de Medicis afin de traiter les terribles 
migraines de son fils François II. Le traitement a du succès et le tabac devient ainsi “l’herbe à 
la Reine” dont la vente sous forme de poudre est réservée aux apothicaires. Le nom du genre 
fut crée en 1565 en l’honneur de Jean Nicot par Lonitzer. Il fut consacré en 1753 par Linné. 
 
Les tabacs appartiennent au genre Nicotiana, qui fait partie de la famille des Solanacées 
comme la tomate (Lycopersicon esculentum.), la pomme de terre (Solanum tuberosum.) ou le 
poivron (Capsicum annuum.). On admet qu’il existe 60 espèces différentes de Nicotiana, 
réparties dans les 3 sous-genres Tabacum, Rustica et Petunioïdes (Goodspeed et al., 1954) 
(tab. 1). Cette classification est basée sur les caractères morphologiques des espèces, leur 
répartition géographique, leurs caractères cytologiques, et le comportement des chromosomes 
chez les hybrides interspécifiques. Une nouvelle classification du genre Nicotiana a été 
proposée en 2004, en fonction d’études récentes des génomes nucléaires et plastidiques de ces 
espèces (Knapp et al., 2004) (fig. 1). 
Les plantes du sous-genre Rustica sont des herbes vigoureuses à feuilles généralement 
pétiolées. La fleur a une corolle régulière, à limbe vert ou jaunâtre. Les neuf espèces sont 
toutes originaires d’Amérique du Sud.  
Les plantes du groupe Pétunioides sont généralement des herbes à feuilles pétiolées ou 
sessiles, disposées normalement en rosette à la base de la tige. La fleur est régulière ou 
légèrement zygomorphe. Le limbe est blanchâtre et se ferme généralement le jour. Ce sous 
genre est plus hétérogène. On y trouve les tabacs d’ornements. Il comporte des espèces venant 
 
  
  
Figure 1 : Classification dans le genre Nicotiana d’après Knapp et al., 2004 
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d’Amérique du Sud ou du Nord, d’Australie ou des îles du Pacifique Sud (Gisquet et Hitier, 
1961). Le sous-genre Tabacum comprend des plantes vigoureuses, herbacées ou 
subarborescentes, à feuilles généralement de grande taille. La corolle est, suivant le cas, 
régulière ou nettement zygomorphe. La couleur du limbe varie du blanc au pourpre. Toutes 
les espèces sont d’origine sud-américaine. Bien qu’il existe des cultures de N. rustica, du 
sous-genre Rustica, la majorité des tabacs cultivés appartiennent à l’espèce Nicotiana 
tabacum. 
1.2 Les variétés industrielles 
La classification commerciale des tabacs, créée par le département de l’agriculture des Etats-
Unis, fait appel aux types de production de tabac (capes de cigares, Brun, Burley…) et aux 
traitements de séchage (à l’air naturel, à l’air chaud, par le soleil). Les modes de production et 
les caractéristiques des principaux tabacs industriels sont présentés dans le tableau 2.  
Le tabac industriel, Nicotiana tabacum, est traditionnellement subdivisé en 4 grands types :  
Le type Virginie ou flue-cured (fig. 2) : cette variété, la plus cultivée dans le monde, 
correspond à l’évolution de la consommation vers des produits blonds dits de goût américain. 
Elle représente 48 % de la production totale de tabac en feuilles en France. Séché dans des 
fours, ce tabac blond nécessite une technique élaborée et autorise des surfaces d’exploitation 
plus importantes, avec un recours à la main-d’œuvre saisonnière. La production française se 
distingue par son caractère “neutre et léger”, recherché par les industriels. Ces tabacs 
fournissent aux mélanges la plupart des composants agréables de l’arôme et du goût. 
Le type Burley (fig. 3) : ce tabac clair, dont certaines techniques de culture, notamment 
le séchage sous abri à l’air libre, s’apparentent à celles des tabacs Bruns, s’est 
particulièrement bien implanté en France, pour atteindre aujourd’hui 41 % de la production 
nationale de tabac en feuilles. Le Burley entre dans la composition des mélanges de goût 
américain les plus élaborés où le caractère “typé” des crus français est apprécié par les 
industriels. Il apporte sa contribution gustative par son caractère corsé et la sensation de 
satiété physiologique, mais aussi sa contribution physique par son aptitude à pomper les 
sauces au cours du traitement de toasting.  
Le type Brun ou dark air-cured (fig. 4) : représentant 11 % de la production française, 
les tabacs Bruns sont utilisés dans la fabrication des cigares, tabacs à pipe ou cigarettes 
traditionnelles de goût français. Si leur production tend à diminuer depuis plusieurs années dû 
à l’évolution de la consommation vers les tabacs blonds, ces variétés restent néanmoins un 
 
  
 
 
 
Tableau 2 : mode de production et caractéristiques des principaux tabacs industriels, d’après Schiltz et al.,1991. 
Mode de séchage AIR NATUREL AIR CHAUD SOLEIL 
Types de tabac CAPES DE CIGARES 
BRUNS* BURLEY 
 
VIRGINIE ORIENTS 
Lieux de 
production 
CARAIBES 
(CUBA) 
SUMATRE 
PHILIPPINES 
AFRIQUE 
CENTRALE 
 
AMERIQUE 
DU SUD 
 
 
 
EUROPE 
CENTRALE 
Bulgarie 
Grèce 
Yougoslavie 
Moyen orient 
EUROPE TOUS LES PAYS TABACOLES 
(France, Italie) 
(Cameroun, 
Centrafrique) 
Turquie 
Caractéristiques 
- Qualités 
mécaniques des 
tissus (finesse, 
solidité) 
- Aspect 
esthétique 
- Récolte feuille à 
feuille 
- Culture souvent 
« sous toile » 
 
 
 
 
- Récolte en 
feuilles ou en tiges 
 
- Brun clair à 
foncé après 
séchage 
- Déficient en 
chlorophylle (jaune 
sur le champ) 
 
- Récolte en tiges 
(éventuellement en 
feuilles 
- Brun clair après 
séchage 
- Vert plus ou moins 
clair sur le champ 
 
 
- Récolte par étage 
foliaire 
 
- Jaunit rapidement et 
garde cette couleur 
après séchage 
- Très aromatique 
- Toutes petites 
feuilles 
 
- Récolte feuille à 
feuille 
 
 
 
18000 à 30000 
 
Compacité de 
culture 
 
15 000 à 40000 (dans quelques cas 
jusqu’à 40000) (Plantes/ha) 
70000 à 200000 
Traitement après 
récolte FERMENTATION ACTIVE 
NON FERMENTES 
MAIS RESSECHES ET VIELLIS 
VIELLISSE-
MENT 
Utilisation 
CAPE ou ROBE - Intérieur de 
cigare ou tripe 
- Cigarettes brunes 
-Tabac à priser ou 
à mâcher 
- Cigarettes goût 
américain 
- Cigarettes goût 
américain 
- Cigarettes goût 
anglais 
- Mélanges avec tous 
les types de cigarettes 
(surtout dans les 
types américains) 
DE CIGARE 
*Parmi les tabacs bruns, il est possible d’inclure deux types de productions assez importantes quantitativement mais toujours recherchées 
pour certaines utilisations : 
- MARYLAND : bruns cultivés aux USA et en SUISSE 
- KENTUCKY : bruns corsés produits en ITALIE, MALAWI, POLOGNE et USA, qui se caractérisent par un séchage au feu direct 
 2 3 4 
Figures 2 à 4 : les trois principaux types de tabacs cultivés en France, en plein champ et après séchage des 
feuilles dans les conditions habituelles pour le type de tabac. 
2 : tabac de type Virginie 
3 : tabac de type Burley 
4 : tabac de type Brun 
 6 5 
Figures 5 et 6 : les espèces de Nicotianées ayant contribué à la formation de l’amphidiploïde 
Nicotiana tabacum : Nicotiana sylvestris (fig. 5) et Nicotiana tomentosiformis (fig.6). 
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pivot important de la tabaculture française. Ces tabacs séchés à l’air naturel subissent une 
fermentation plus ou moins poussée, ce qui accentue leur goût et leur arôme, et diminue la 
teneur en nicotine et le potentiel en goudrons.  
Les tabacs d’Orient : ces plantes sont caractérisées par une taille réduite et de petites 
feuilles très aromatiques. Ces caractéristiques résultent de l’adaptation à des sols pauvres et à 
des conditions climatiques stressantes des régions côtières méditerranéennes. Ce sont des 
tabacs clairs séchés au soleil, recherchés pour leur puissance aromatique et leur douceur 
(Orient luxe) ou leur rôle de liant dans les mélanges (Orient ordinaire).  
 
La fabrication des cigarettes résulte d’un assemblage de plusieurs types de tabacs. Selon le 
goût recherché, on associera en quantités bien définies des Bruns, des Burleys, des Virginies 
ou des tabacs d’Orient.  
1.3 Génétique 
L’espèce Nicotiana tabacum possède 48 chromosomes (2n=48). Les premières hypothèses 
proposaient pour origine de cet amphidiploïde l’hybridation entre Nicotiana tomentosiformis 
ou Nicotiana otophora (2n=24, sous-genre Tabacum, section Tomentosae,) et Nicotiana 
sylvestris (2n=24, sous-genre Pétunioides, section Alatae) (Gerstel, 1960, 1963). Des 
investigations sur l’ADN chloroplastique et mitochondrial indiquent que N. sylvestris (fig. 5) 
aurait contribué au génome S maternel (Bland et al., 1985 ; Olmstead et Palmer, 1991). Des 
études biochimiques et moléculaires suggèrent que N. tomensiformis (fig. 6) est le candidat le 
plus probable pour le génome T paternel (Okamuro and Goldberg, 1985). Une autre origine 
possible a été mise en évidence par Kenton en 1993. L’utilisation de la technique GISH 
(Genomic in situ hybridization) a montré que le génome T dériverait d’un hybride introgressif 
entre N. tomentosiformis et N. otophora, et qu’il existerait des translocations entre ces 2 
génomes. Cette hypothèse a été confirmée par l’étude de l’origine des gènes de N. tabacum 
codant pour une enzyme clé de la biosynthèse des alcaloïdes, la N-méthyltransférase 
(Riechers et Timko, 1999). L’implication de N. otophora a été discutée par Lim (Lim et al., 
2000) avec la technique FISH (Fluorescence in situ hybridization), puisqu’il n’a montré 
aucune ressemblance entre le génome de N. tabacum et celui de N. otophora. Des études 
s’appuyant sur les ADN ribosomaux confirment la relation entre le génome T de N. tabacum 
et celui de N. tomentosiformis (Murad et al., 2002 ; Kitamura et al., 2000, 2001; Fulcenek et 
al., 2002). L’étude de la répartition de pararétrovirus endogène (EPRVs pour Endogenous 
 
  
 Figure 7 : évolution de la surface de tabac Brun 
cultivée en France de 1982 à 2002 
Figure 8 : évolution de la surface de tabac Burley 
cultivée en France de 1985 à 2002 
Figure 9 : évolution de la surface de tabac Virginie 
cultivée en France de 1982 à 2002 
Figure 10 : surfaces cultivées en France en fonction 
du type de tabac en 2003 
D’après http://www.anitta.fr/
(Association Nationale Interprofessionnelle Technique du Tabac) 
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Pararetrovirus) du tabac montre que les familles de EPRV présentes chez N. sylvestris sont 
identiques à celles présentes chez N. tabacum, indiquant que peu de changements ont eu lieu 
depuis la polyploïdisation. Par contre, les familles d’EPRV présentes chez N. tomentosiformis 
sont plus larges que dans N. tabacum, suggérant soit une élimination préférentielle du génome 
polyploïde, soit une accumulation spécifique dans le diploïde, après la polyploïdisation 
(Matzke et al., 2004).  
2 Amélioration des variétés 
2.1 Les objectifs du sélectionneur 
La majorité des tabacs cultivés en France dans les années 60 étaient des tabacs Bruns, comme 
le Paraguay (Schiltz, 1967), le Dragon Vert ou le Nijkerk, dont les origines peuvent remonter 
au XIXème siècle. L’arrivée de pathogènes très destructeurs comme le mildiou (Peronospora 
tabacina) en 1960 nécessita le recours à des variétés résistantes. Des variétés comme le PBD6 
(Brun) et le BB16 (Burley) ont été mises en culture à partir de 1968 afin de remédier à  
l’apparition de ces maladies. Dans les années 80, l’apparition de produits de goût américain, 
élaborés à partir de tabacs de type Virginie et Burley, obligea à une reconversion variétale 
afin de s’adapter au changement de goût des consommateurs (fig. 7 à 9). Ainsi, la priorité 
devint l’adaptation de ces variétés au climat hexagonal (maturation précoce des feuilles, 
capacité à ne pas développer de bourgeons axillaires, port compatible avec le mode de culture 
et de récolte...) et aux maladies spécifiques des conditions de cultures françaises. Des variétés 
telles que le Virgin D firent leur apparition dès 1979. Aujourd’hui, la production de tabac 
blond est majoritaire (fig. 10). En 2002, 97 % des surfaces françaises de tabac de type 
Virginie et 56 % des surfaces de type Burley étaient cultivées avec des variétés issues de 
l’Institut du Tabac de Bergerac (ITB). 
Les objectifs en sélection sont toujours guidés par les besoins spécifiques, au niveau mondial 
et plus particulièrement européen, en variétés résistantes à des maladies telles que le PVYN 
(Potato Virus Y Necrotic), le TMV (Tobacco Mosaic Virus), la pourriture noire des racines 
causée par un champignon du sol (Chalara elegans), l’oïdium du tabac (Erysiphe 
cichoracearum), les nématodes à kystes (Globodera sp.)...  
Le rendement et la qualité du tabac sont également essentiels. La qualité du tabac est un 
caractère extrêmement complexe à définir, puisqu’il dépend de la variété, du type de tabac, de 
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l’environnement et du traitement post récolte. D’autre part, des problèmes de qualité ont été 
observés fréquemment avec des sources de résistances interspécifiques. Le bloc de gènes 
entourant le gène d’intérêt est transmis à la variété réceptrice, et il est parfois difficile à 
éliminer. Un exemple peut être donné avec le gène N de résistance au TMV provenant de N. 
glutinosa. Lors d’un transfert du gène par backcross, les génotypes résistants ont un taux de 
chlorophylle plus important. Leur vitesse de maturation est plus longue, leur rendement moins 
bon et la qualité de la feuille est inférieure à celle des génotypes sensibles (Chaplin et al., 
1966 ; Chaplin et Mann, 1961, 1978 ; Linger et al., 2000). Le cas est aussi survenu avec 
l’introduction de la résistance à la pourriture noire des racines (Legg et al., 1981). 
2.2 Le contexte économique de l’industrie du tabac : les nouveaux objectifs  
Lorsque le tabac a été introduit en Europe au cours du XVème siècle, il était conseillé de fumer 
pour des raisons médicales (apaisement des migraines). Cette idée a été très vite controversée, 
et les effets bénéfiques du tabac sur l’homme ont été progressivement critiqués. Dans la 
seconde moitié du XIXème siècle, on commence à attribuer à la cigarette de nombreux effets 
délétères pour le fumeur et son environnement, comme la dégradation physique et l’apparition 
de certains cancers. Ce n’est qu’à la fin du XIXème siècle qu’une corrélation entre les 
caractéristiques physiques et chimiques du tabac et l’incidence sur la santé publique 
deviennent probante. Le monde médical et scientifique a établi avec certitude la relation de 
cause à effet entre le tabagisme et l’apparition de certains cancers, même si l’on sait 
actuellement que certains composés du tabac (nicotine, nornicotine) présentent des intérêts 
thérapeutiques face à certaines pathologies (maladie de Parkinson, ostéoporose…). 
Ainsi, les critères d'évaluation de la qualité du tabac cultivé ont évolué. La production d'une 
matière première de qualité signifie un faible potentiel en goudrons, un bon équilibre 
chimique (teneurs en alcaloïdes et en sucres pour les Virginie), une réduction du potentiel en 
NAST (Nitrosamines Spécifiques du Tabac), ainsi qu'une bonne qualité de tissu, de grain et 
de coloration, qui sont reliés aux caractéristiques organoleptiques de la fumée.  
2.3 La qualité générale du tabac 
2.3.1 Les résistances aux maladies 
Les propriétés physico-chimiques sont influencées par les pratiques culturales, le sol, le 
temps, la position de la feuille, le séchage, mais aussi les pathogènes : la qualité du tabac 
 
  
Figure 11 : tabacs de type Virginie affectés par des viroses, ici du CMV (Cucumber 
Mosaic Virus). Les feuilles présentent diverses anomalies de couleur (décolorations 
du limbe, mosaïques…), de forme (tendance au recroquevillement, filiformie) et 
peuvent présenter des nécroses, altérant le rendement et la qualité commerciale.  
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dépend en partie de son comportement vis-à-vis des différents pathogènes. Les tabacs 
sensibles à des virus tels que le PVYN subissent d’importants dégâts sous forme de nécrose 
foliaire, ce qui rend les feuilles inaptes à la vente (fig. 11). De plus, la présence de virus a 
pour conséquence, après séchage, de donner une matière plus riche en azote total et en nitrate, 
ce qui augmente l’activité biologique évaluée par le test d’Ames (Verrier et al., 2004). Ce test 
(Maron et Ames, 1983) consiste à examiner si une substance chimique ou un agent physique 
est capable d’induire des mutations spécifiques chez différentes souches de Salmonella 
typhimurium. Ces souches sont porteuses d’une mutation dans un des gènes codant pour la 
synthèse de l’acide aminé histidine. Cette mutation His- les rend incapables de pousser sur un 
milieu sans histidine. Avec une fréquence très faible, ces mutations His- réversent 
spontanément vers His+ et donc les cellules retrouvent leur capacité à se développer sur un 
milieu dépourvu d’histidine. Pour des raisons économiques, la technique retenue par 
l’industrie du tabac utilise une seule souche, la TA98. Les résultats obtenus avec cette souche 
ont montré qu’il existe une corrélation positive entre l’activité spécifique du tabac et la teneur 
en azote total chez les tabacs de type Virginie. 
2.3.2  Les caractéristiques agronomiques  
Le rendement, la durée de végétation et l’aptitude au bourgeonnement sont parmi les plus 
importantes caractéristiques agronomiques travaillées. Le rendement, exprimé en kg/ha, est 
influencé par de nombreux caractères, comme le nombre, la taille et l’épaisseur des feuilles, la 
densité cellulaire. La durée de végétation traduit le nombre de jours écoulés entre le repiquage 
des plantes au champ et la date de récolte des feuilles à maturité. Des plantes à durée de 
végétation courte sont recherchées car elles fournissent un tabac de meilleure qualité, et 
permettent aux étages les plus hauts d'être cueillis à maturité. Le bourgeonnement bas est un 
handicap aux premières récoltes sur Virginie, et les bourgeons qui sont cueillis constituent des 
corps indésirables parmi les feuilles récoltées. La présence de nombreux bourgeons hauts 
représente un frein à la réussite de l'opération d'ébourgeonnement (suppression de la pousse 
des bourgeons par application d'un inhibiteur), à la mécanisation de la récolte et au rendement 
de la plante (fig. 12). 
2.3.3  La qualité définie par l’expertise sur tabac sec 
Une évaluation de la qualité est réalisée après le séchage, elle est fonction du type de tabac et 
des attentes spécifiques des manufacturiers. Par exemple, pour des tabacs de type Virginie, 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 12 : pieds de tabac de type Virginie sans bourgeon haut (à gauche), et présentant de nombreux 
bourgeons hauts signalés par des flèches (à droite). 
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cette évaluation comprend une note traduisant le développement du limbe et une note de la 
coloration jaune à orangée. Une expertise tactile permet de déterminer la qualité physique du 
tissu en fonction de son épaisseur, de son élasticité, et de sa solidité. Un tissu peut être 
“ nourri ”, ce qui signifie qu’à épaisseur égale, il sera plus lourd qu’un tissu “ maigre ”. Cette 
caractéristique dépend de la constitution chimique de la feuille (composés pariétaux par 
exemple). Enfin, les défauts de couleurs ou de taches sont notés : ils peuvent traduire la 
présence de pathogènes sur le lieu de culture, une mauvaise alimentation de la plante, ou une 
récolte qui n’a pas été réalisée à maturité. 
2.3.4 La chimie de la feuille 
La relation entre la chimie de la feuille et les qualités organoleptiques de la fumée est étroite. 
La composition chimique de la feuille a donc un impact très important sur la qualité de la 
matière première (tab. 3). 
Elle est cependant dépendante du fond génétique de chaque type de tabac, et à l’intérieur d’un 
type, une grande variabilité existe entre variétés (tab. 4). On trouve 7 grandes familles de 
composés chimiques dans la feuille (Leffingwell JC, 1999)(tab. 5). 
2.3.4.1 Les hydrates de carbone 
Les hydrates de carbone peuvent composer 40 à 50% du poids de la plante. Ils comprennent 
l’amidon (hydrate de carbone de réserve), les sucres, les sucroses esters, la cellulose et les 
pectines. L’hémicellulose rentre dans la composition du squelette de la cellule, la cellulose et 
la lignine, principaux constituants de la paroi cellulaire représentant 25 à 28 % du poids de la 
plante. Les hydrates de carbone contribuent fortement à la qualité du tabac.  
Les tabacs de type Virginie sont plus riches en sucres que les tabacs de type Burley, eux-
mêmes plus riches en composés azotés. Les Virginies ont un arôme doux caractéristique, dû à 
leur taux de sucre élevé, et un goût légèrement acide. Ces propriétés permettent le mélange 
avec les autres types de tabacs (Burley, Orients…) pour produire une fumée lisse et 
aromatique dans la cigarette. La présence de sucres réducteurs dans la plante reste cependant 
fortement corrélée à celle des goudrons dans la cigarette. D’autre part, les constituants acides 
relâchés lors de la combustion des sucres modifient le pH de la fumée, ce qui influence 
l’absorption de la nicotine (International Agency for Research on Cancer, 1985).  
2.3.4.2 Les composés azotes 
 
Les composés azotés sont les protéines, les acides aminés, les alcaloïdes et les nitrates. En 
  
Tableau 3 : Influence de certains composés sur la qualité organoleptique de la fumée et la formation de 
composés indésirables de la fumée  
 
 
 
 
 
 
 
Tableau 4 : variabilité de la composition chimique au sein de divers types de tabacs en collection à l’ITB. 
Composés Influence 
Sucres 
Î Précurseurs d’arômes (saccharose, fructose, 
glucose…) 
Î Rôle sur le pH de la fumée et l’absorption de la 
nicotine 
Î Précurseurs de goudrons 
 
Composés azotés 
Î Impact plutôt négatif des protéines sur le goût 
Î Précurseurs de nitrosamines (alcaloïdes) et d’amines 
aromatiques (protéines et acides aminés 
 
Polyphénols 
Ac. chlorogénique, rutine, 
scopoletine, lignine 
Î Précurseurs d’arômes 
 
Î Corrélé négativement ou positivement au goût Acides organiques 
Ac. citrique, oxalique, malique Î Indicateur de la maturité  
 
Stérols Î Précurseurs d’hydrocarbures polycycliques aromatiques 
Composés inorganiques 
 
Î Rôle dans la combustion 
Î Impact négatif sur le goût 
 
Caractères 
Alcaloïdes 
totaux Nicotine Nornicotine Anatabine Anabasine Cadmium Cendres Nitrates Sucres 
Type Min Max Min Max Min Max Min Max Min Max Min Max Min Max Min Max Min Max 
Brun 0,11 7,69 0,06 7,10 0,00 4,87 0,00 0,79 0,00 0,08 0,42 2,23 12,6 28,3 0,05 4,16 -  - 
Cape/Maryland 0,86 8,95 0,21 8,17 0,00 3,72 0,00 0,66 0,00 0,05 0,44 1,12 17,1 25,1 0,16 4,13 -  - 
Kentucky 0,27 6,04 0,10 5,76 0,00 1,57 0,00 0,34 0,00 0,02 0,41 1,15 13,0 23,7 0,37 4,17 -  - 
Burley 0,22 7,85 0,13 7,25 0,00 3,81 0,00 0,46 0,00 0,08 0,68 2,00 18,2 26,2 0,06 4,40 -  - 
Virginie 0,08 4,84 0,02 4,07 0,00 4,08 0,00 0,57 0,00 0,03 0,18 1,65 3,40 24,3 - - 3,1 31,3 
Orient 0,30 5,04 0,16 4,72 0,00 1,99 0,00 0,30 0,00 0,05 1,23 4,37 16,1 26,8 - - 0,5 1,3 
Semi Orient  0,27 3,99 0,20 3,49 0,00 1,28 0,00 0,30 0,00 0,02 0,96 3,59 14,4 27,1 - - 0,8 1,1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tableau 5 : les différents constituants de la feuille de tabac 
 
 
 
Composants Pourcentages 
Sucres réducteurs  00,60-25,00 
Sucres non réducteurs 01,00-05,00 
Amidon et pectines  00,00-08,00 
Cellulose et lignine  25,00-28,50 
  
Protéines  01,00-03,00 
Acides aminés 00,25-03,00 
Nicotine  00,28-04,00 
  
Gommes et esters de gommes 00,66-01,20 
Solanesol et esters 00,80-02,00 
  
Polyphénols 00,75-05,70 
  
Acides organiques 03,00-07,67 
  
Huiles volatiles 00,25-01,00 
  
Eau (libre et liée) 11,00-24,00 
D’après Weeks (1985) 
 
 
 
 
 acide aspartique + glyceraldehyde-3-phosphate 
1
acide quinolinique 
acide nicotinique 
mononucleotide 
acide nicotinique nicotinamide adénine 
dinucléotide 
∆’-piperidine 
lysine 
anabasine 
acide 3,6-dihydronicotinique anatabine 
nicotine 
N-methyl-∆’-pyrrolinium 
2
7
nornicotine 
cotinine 6
N-methylputrescine 
putrescine 
N-carbamylputrescine 
agmatine 
arginine             ornithine 
5
43
Figure 13 : voie de biosynthèse des alcaloïdes du tabac, d’après Bush  (1991).  
1=acide quinolinique phosphoribosyltransférase ; 2=acide mononucléotide glycohydrolase ; 3=arginine 
décarboxylase ; 4=ornithine décaboxylase ; 5=putrescine méthyltransférase ; 6=méthylputrescine 
oxidase ; 7= nicotine déméththylase. 
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général, la présence de fortes teneurs en protéines et acides aminés est corrélée de façon 
négative à la qualité gustative de la fumée. Les tabacs de type Burley ont en général des 
teneurs plus élevées en protéines et en nitrate, dues à une alimentation en azote plus 
importante pendant leur culture. La teneur en azote est corrélée à l’activité biologique ou 
activité spécifique de la cigarette, évaluée par le test d’Ames. Les acides aminés les plus 
présents chez les tabacs de type Virginie sont la proline, l’asparagine et la glutamine, alors 
que ce sont l’acide aspartique, l’asparagine et l’acide glutamique chez les tabacs de type 
Burley. 
La nicotine est le principal alcaloïde du tabac. Pour 50 à 60 % des espèces de Nicotianées, les 
alcaloïdes sont des dérivés de noyau 3-pyridyl, avec la nicotine comme alcaloïde principal 
(Bush et al., 1981, 1993). On trouve aussi la nornicotine, l’anatabine et l’anabasine. Une 
amélioration générale de la croissance et du rendement de la plante est toujours corrélée à une 
accumulation d’alcaloïdes. Certains alcaloïdes secondaires comme la nicotine et la 
nornicotine sont à l’origine des nitrosamines spécifiques du tabac qui se forment lors du 
séchage. Pour certains alcaloïdes comme la nicotine, la majeure partie des enzymes de la voie 
de biosynthèse a été caractérisée (fig. 13). Pour d’autres comme la nornicotine, l’anatabine ou 
l’anabasine, elles n’ont pas encore été identifiées entièrement. 
2.3.4.3 Les isoprénoïdes 
Parmi les isoprénoïdes, on distingue les caroténoïdes, les isoprénoïdes acycliques (solanesol), 
et surtout les diterpènes, produits par les trichomes à la surface de la feuille et dans la fleur, 
produisant une partie des gommes avec les tetraesters de sucres. La dégradation de la chaîne 
carbonée des caroténoïdes génère des composés en C9 à C13 possédant des propriétés 
aromatiques importantes.  
2.3.4.4 Les acides organiques 
Ils sont liés au processus de photosynthèse et au processus respiratoire par le cycle de Krebs. 
Les plus importants identifiés chez le tabac sont l’acide citrique, l’acide oxalique, l’acide 
malonique et l’acide malique. Après séchage, ils représentent de 14 à 18 % de la matière dans 
les Burleys, et de 5 à 10 % dans les Virginies. Certaines études indiquent une relation inverse 
entre la qualité de la fumée et la quantité d’acide citrique et oxalique chez les Virginies. Les 
acides volatiles en C2–C8 sont d’importants composants de l’arôme dans les fruits, et ils 
contribuent à la qualité aromatique de la fumée, en particulier chez les tabacs d’Orient avec 
l’acide méthyl-valérique. 
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Figure 14 : composition chimique de la fumée de tabac.  
D’après Yves Saint Jalm, ingénieur chimiste ALTADIS, Centre de Recherche de Fleury les Aubrais 
(communication personnelle) 
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2.3.4.5 Les composés phénoliques 
Parmi les composés phénolés on trouve les polyphénols, tels que l’acide chlorogénique, la 
rutine, la scopoletine et la scopoline. Ils sont en général en quantité plus importante chez les 
tabacs de type Virginie. La lignine est composée de chaînes de polymères de composés 
phénolés associés à des molécules d’hémicellulose. Les phénols sont des composés 
aromatiques puissants contribuant de façon significative à la qualité de la fumée. La lignine 
est par exemple à l’origine de la perception de l’arôme vanille dans la fumée. 
2.3.4.6 Les stérols 
Les stérols majeurs du tabac sont le cholestérol, le campestérol, le stigmastérol et le β-
sitostérol. Bien que les stérols ne représentent que 0,1 à 0,3 % du poids de la plante, leur 
présence est considéré comme potentiellement négative pour la santé, car ils sont soupçonnés, 
en association avec les terpènes, sucres, acides aminés ou cellulose, d’être responsables de la 
formation de HAP (Hydrocarbones Aromatiques Polycycliques) pendant la pyrolyse. 
2.3.4.7 Les composés inorganiques 
Le tabac est particulièrement riche en matières minérales, mais le taux de cendres varie 
beaucoup en fonction des conditions de culture, particulièrement avec la nature du sol et les 
pratiques de fertilisation. Dans les cendres, on trouve du calcium, du potassium, du chlore, du 
phosphore et des faibles quantités d’anions comme le zinc ou l’aluminium, qui ont une 
influence sur la combustibilité. Des taux élevés de chlore provoquent une mauvaise 
combustibilité et un goût caractéristique.  
2.3.5 Les composés indésirables de la fumée de cigarette et leurs origines possibles 
Environ 3000 constituants chimiques ont été identifiés dans la feuille à ce jour, et environ 
4000 dans la fumée. La fumée est un aérosol, composé d’une phase liquide dispersée en fines 
gouttelettes (phase particulaire) dans un mélange de gaz (phase gazeuse) (fig. 14). Les 
composés du tabac sont transférés du tabac à la fumée pendant la pyrolyse par transfert direct 
(volatilisation), transfert de masse ou génération de nouveaux composés comme les 
hydrocarbures aromatiques polycycliques, les nitrosamines, les hydrocarbures 
hétérocycliques, et le benzène.  
La corrélation entre diverses variables de la feuille et de la fumée a été étudiée (Tso et 
Chaplin, 1977). Un exemple pour les tabacs de type Virginie est donné dans le tableau 6. 
 
  
 
 
 
Tableau 6 : corrélations entre certaines variables de la fumée et de la feuille pour des tabacs de type Virginie. 
D’après Tso et Chaplin (1977). 
 
 
 
 
Variables 
Taux de 
combustion 
statique par 
minute 
Phase 
particulaire
-nicotine 
Amines 
non- 
volatile 
Nicotine Phénols 
volatiles 
pH 
de la fuméeBenzo  dans la 
fumée totaux 
Acétaldéhyde Acroléine HCN [a] pyrène Catéchol 
-Hz0 totales 
 
CO 
Position de la feuille  0,868**  0,781 **  0,398*  0,074  0,621 ** -0,305 -0,073  0,853**  0,450**  0,911
1-  0,830**  0,690** 
Cendres  0,886** -0,926** -0,780** -0,352* -0,769** -0,092 -0,299 -0,847** -0,451** -0,730** -0,731** -0,699
Potassium   0,882** -0,836** -0,744** -0,333 -0,657** -0,010 -0,186 -0,827** -0,233 -0,631 ** -0,650** -0,547
Azote total -0,784**  0,802**  0,831 **  0,529**  0,713** -0,010  0,248  0,704**  0,433*  0,537**  0,444*  0,490** 
Nitrate   0,727** -0,700** -0,162  0,194 -0,473**  0,251  0,179 -0,713** -0,303 -0,859** -0,879** -0,695
Alcaloïdes totaux -0,489**  0,564**  0,954**  0,652**  0,492**  0,412*  0,508**  0,479**  0,175  0,072  0,098  0,265 
Bases volatiles totales -0,755**  0,805**  0,934**  0,581 **  0,716**  0,133  0,366*  0,714**  0,364*  0,429*  0,402*  0,567** 
Azote acides aminés -0,786**  0,793**  0,335 -0,221  0,473** -0,013  0,067  0,823**  0,291  0,909**  0,890**  0,664** 
Ammoniaque -0,846**  0,830**  0,612**  0,388*  0,758** -0,243  0,022  0,789**  0,539**  0,759**  0,689**  0,726** 
Polyphénols -0,086  0,781 **  0,367* -0,128  0,558** -0,088  0,087  0,829**  0,425*  0,902**  0,826**  0,699** 
Acide chlorogénique  -0,430*  0,446*  0,328  0,331  0,425** -0,174 -0,033  0,457**  0,407  0,439*  0,488**  0,388* 
Phytostérols 0 734** 0 615** 0 780** 0 709** 0 655** 0 109 0 377* 0 628** 0 525** 0 414* 0 466** 0 358*
Acide oxalique  0,416* -0,474** -0,299  0,222 -0,443* -0,417* -0,390* -0,416* -0,120 -0,400* -0,483** -0,588** 
Extrait éther de pétrole  0,626** -0,707** -0,474** -0,115 -0,446* -0,289 -0,390* -0,626** -0,571 ** -0,574** -0,588** -0,467** 
* risque 5%              
** risque    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 1 %             
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 Pyrène Benzo[a]pyrène Anthantrène 
 
 
 
 
Figure 15 : structure de certains composés de la cigarette, appartenant au groupe des HAP (Hydrocarbures 
Aromatiques Polycycliques). 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 16 : structure des alcaloïdes du tabac et des NAST (Nitrosamines Spécifiques du Tabac) associées. 
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L’origine de certains composés de la fumée est déjà caractérisée, comme pour les NAST, 
mais elle résulte pour d’autres de processus plus complexes (Smith et al., 2000).  
Parmi ces composés, les trois groupes majeurs sont les Hydrocarbures Aromatiques 
Polycycliques (HAP), les Nitrosamines Spécifiques du Tabac (NAST) et les amines 
aromatiques.  
2.3.5.1 Les Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques 
Les HAP sont des produits de la combustion du tabac et sont retrouvés en quantité importante 
dans la phase particulaire de la fumée du tabac. Ces hydrocarbures sont transformés sous 
l’action d’enzymes, dont le cytochrome p 450, en métabolites intermédiaires pouvant former 
avec l’ADN des adduits à l’origine de mutations. 
Les principaux précurseurs des HAP sont des isoprénoïdes comme le solanesol, les 
phytostérols et les hydrocarbures aliphatiques (Severson et al., 1979). Les sucres, les acides 
aminés, la nicotine et des lipides peuvent aussi contribuer à la formation de HAP 
(Schlotzhauer et al., 1976 ; Schmeltz et al., 1976 ; Severson et al., 1977). Les 
benzo[a]pyrènes (fig. 15) sont particulièrement étudiés et leur rôle dans l’induction de 
tumeurs est suspectée (Rubin, 2001 ; Rodgman et al., 2000).  
2.3.5.2 Les nitrosamines spécifiques du tabac 
Le rôle des nitrosamines à déjà été démontré en particulier dans la fumée de cigarettes 
(Fischer et al., 1990). Les précurseurs des nitrosamines sont les alcaloïdes (fig. 16), les acides 
aminés, les protéines en présence d’un agent nitrifiant, et le nitrite, formé à partir du nitrate 
sous l’action de bactéries pendant le séchage (Brunnemann et al., 1977 ; Hecht et al., 1977, 
1979). Le taux de NAST final dépend des conditions agronomiques qui affectent les 
concentrations initiales de nitrate et d’alcaloïdes, du séchage et de la variété de tabac. La 
diminution de la teneur en nornicotine, à l’origine de la formation de la nitrosonornicotine, est 
un des objectifs de la sélection actuelle. La nornicotine résulte d’une déméthylation de la 
nicotine ; cette réaction est appelée réaction de conversion. N. tabacum porte un gène de 
chaque ancêtre, toutes deux espèces convertissant la nicotine, l’une dans les feuilles en 
croissance (N. tomentosiformis) et l’autre pendant la sénescence (N. sylvestris) (Dawson, 
1951).  
De nombreux éléments plaident en faveur d’une déméthylation par une enzyme de la famille 
des cytochromes P450 (Fannin et Bush, 1992 ; Chelvarajan, 1993). Récemment, en mars 
2005, Mark Nielsen et Dongmei Xu de GenApps Inc. Laboratories (Winchester, Kentucky) 
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ont annoncé la découverte d’un gène clé codant pour une déméthylase. 
2.3.5.3 Les amines aromatiques 
Les amines aromatiques représentent une classe importante d’agents chimiques cancérigènes, 
que l’on trouve comme produits naturels dans l’environnement, comme produits industriels et 
comme constituants du régime alimentaire humain. Ce sont des hydrocarbures aromatiques 
dans lesquels au moins un hydrogène du cycle a été remplacé par un groupement aminé 
(benzidine, 2-naphtylamine). Ces composés sont formés à partir des protéines, des alcaloïdes 
et des acides aminés (Chortyk et Schlotzhauer, 1973 ; Schmeltz et Hofmann, 1977). La 
proline, l’asparagine et la glutamine sont les acides aminés dominants chez les tabacs de type 
Virginie, alors que chez les Burley, l’acide aspartique, l’asparagine et la glutamine sont 
majoritaires.  
3 Les marqueurs moléculaires comme outil d’aide aux programmes de 
sélection 
Bien que la sélection classique ait obtenu des résultats encourageants (diminution de la teneur 
en goudrons de 5% depuis 1989), elle ne parvient plus aujourd’hui à évoluer aussi 
rapidement. L’amélioration du tabac porte maintenant sur des caractères très complexes, 
présentant en majorité une distribution continue (ex : teneur en sucres, en alcaloïdes...). La 
valeur phénotypique d’un individu dépend du génotype (facteurs génétiques) mais aussi des 
conditions environnementales. La génétique quantitative a permis de modéliser la 
transmission génétique de caractères ayant une distribution quantitative. L’utilisation de 
marqueurs moléculaires liés aux facteurs génétiques contrôlant l’expression de caractères 
d’intérêt agronomique, et le développement de cartes génétiques à haute densité permettent 
d’accéder à des informations précises : le nombre et l’effet des gènes intervenant dans 
l’expression d’un caractère, leur localisation sur les chromosomes et leur mode d’action.  
3.1 Introduction aux différents types de marqueurs moléculaires 
 
Un marqueur moléculaire est un locus génétique qui renseigne sur le génotype de l’individu 
(utilisation en génétique des populations) ou sur le génotype des locus voisins (utilisation en 
sélection assistée par marqueurs). Le principal intérêt des marqueurs moléculaires est leur 
insensibilité au milieu, c’est-à-dire que le génotype peut être inféré à partir du phénotype, 
  
 Extraction de l’ADN génomique 
 
Digestion par deux enzymes de restriction 
Ligation d’adaptateurs 
X 
X 
A 
C 
ACC 
CAC 
Préamplification sélective (1 base) 
Amplification sélective (3 bases) dont une  
amorce marquée en 5’ par un fluorochrome 
A 
C 
Base sélective non  
complémentaire : pas d’amplification 
Détection sur électrophorèse capillaire 
21
Sites de restriction 
Adaptateurs 
Amorces complémentaires de l’adaptateur avec une base sélective 
Séquence d’ADN complémentaire des bases sélectives 
Séquence d’ADN non complémentaire des bases sélectives 
Marquage fluorescent des amorces 
A 
X 
Figure 17 : principe de la technique AFLP. Le polymorphisme observé peut être :  
- un polymorphisme de longueur des fragments de restriction (emplacements des sites de 
restriction différent (1) 
- un polymorphisme de présence absence (pas de site de restriction commun entre les 2 
individus ou pas de base sélective complémentaire à la séquence d’ADN) (2) 
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quelles que soient les conditions environnementales. 
Il existe plusieurs types de marqueurs, que l’on peut classer en fonction du polymorphisme 
qu’ils détectent. Certaines techniques ont l’avantage de révéler de nombreux fragments 
simultanément, ce sont des techniques de révélation « en masse » de polymorphisme. Il existe 
aussi des stratégies permettant de détecter du polymorphisme de façon individuelle. Elles 
nécessitent une certaine connaissance de la séquence d’ADN, comme pour la fabrication des 
sondes en RFLP.  
3.1.1 Marqueurs anonymes révélés en masse :  
Les marqueurs révélés en masse sont très utilisés car ils permettent de découvrir de nombreux 
locus sans nécessiter au préalable de connaissance concernant la séquence du génome. De 
plus, ils sont faciles et rapides à mettre en œuvre. Outre les marqueurs AFLP (Amplified 
Fragment Length Polymorphism), les plus utilisés sont les marqueurs RAPD (Random 
Amplified Polymorphic DNA, Williams et al., 1990). Les marqueurs RAPD sont basés sur 
l’amplification PCR à partir d’une amorce arbitraire, révélant ainsi du polymorphisme de 
séquence (Williams et al., 1990). L’inconvénient des marqueurs RAPD est qu’ils sont souvent 
difficilement reproductibles et non transférables entre espèces (Jones et al., 1997). Les 
marqueurs RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) détectent du polymorphisme 
de séquence lié à l’emplacement de sites de restriction et font appel aux techniques 
d’hybridation de sondes (Bodstein et al., 1980). 
 
Trois techniques utilisées dans ces travaux seront décrites : l’AFLP, l’ISSR, et la SSAP. 
3.1.1.1 Les marqueurs AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)  
Les marqueurs AFLP sont basés sur le polymorphisme de position des sites de restriction 
d’enzymes (Vos et al., 1995). La technique est détaillée en figure 17. Elle combine à la fois la 
puissance de la RFLP avec la flexibilité des techniques basées sur la PCR, dans des conditions 
de haute stringence. De plus, l’utilisation de deux amorces correspondant à des adaptateurs 
permet d’obtenir une bonne reproductibilité (Lin et Kuo, 1996), ce qui fait d’elle une 
technique de choix dans la recherche de marqueurs polymorphes. L’utilisation de diverses 
enzymes de restriction peut augmenter le nombre de fragments polymorphes amplifiés, et 
permettre d’obtenir une répartition différente des marqueurs sur une carte génétique. Après le 
couple d’enzymes EcoRI/MseI, c’est le couple d’enzyme PstI/MseI qui est le plus utilisé. PstI 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
CG GC
CG GC
5’ 
5’ 3’ 
3’ 
Amplification 1
Amplification 2
Unité de répétition du motif microsatellite 
CG Amorce complémentaire du motif microsatellite, ancrage en 5’ 
Amorce complémentaire du motif microsatellite, ancrage en 3’ GC 
Zone complémentaire des bases d’ancrage (GC) de l’amorce 
 
Figure 18 : principe de la technique ISSR.  
Les amorces correspondant à un motif microsatellite sont ancrées soit en 5’ soit en 3’. Lorsque les amorces 
sont ancrées en 5’, le polymorphisme peut provenir soit du nombre de répétitions du motif microsatellite, soit 
de la longueur de la séquence entre les microsatellites. Lorsque les amorces sont ancrées en 3’ le 
polymorphisme ne peut provenir que de la longueur de la séquence entre les microsatellites. 
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est une enzyme sensible à la méthylation de l’ADN. Chez le maïs, les sites de coupures 
préférentiels de PstI sont situés dans les régions télomériques hypométhylées des 
chromosomes (Castiglioni et al., 1999). Alors que les marqueurs obtenus avec l’enzyme 
EcoRI sont plus souvent regroupés au niveau des centromères, les marqueurs obtenus avec 
l’enzyme PstI sont distribués sur tout le génome (Pradhan et al., 2003).  
3.1.1.2 Les marqueurs ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) 
Cette technique s’appuie sur le polymorphisme de répartition des microsatellites dans le 
génome du tabac. Les microsatellites ou SSR (Simple Sequence Repeat) sont des séquences 
composées de courts motifs d’ADN (1 à 6 bases) répétés en tandem. Ils sont très présents 
dans le génome des plantes et des animaux (Toth et al., 2000). Ils sont fréquemment utilisés 
en tant que marqueurs moléculaires pour des études de cartographie génétique et de détection 
de QTLs, ou en génétique des populations pour des études portant sur la diversité ou la 
gestion des ressources naturelles (Goldstein et Schlotterer, 1999). 
Les microsatellites de 2 nucléotides sont répartis tous les 30 à 100 kb dans le génome des 
végétaux supérieurs (Morgante et Olivieri, 1993). Les microsatellites de 4 pb sont plutôt 
localisés au niveau des centromères et des télomères. On leur attribue un rôle dans la 
recombinaison méiotique (points chauds de recombinaison). Les variations que l’on peut 
observer au sein de ces séquences concernent des variations du nombre de répétitions des 
motifs de base. Le développement de ces marqueurs est difficile techniquement, car il doit 
passer par l’enrichissement d’une banque génomique en motifs répétés, puis par le clonage et 
le séquençage de nombreux fragments, et enfin par le développement d’amorces PCR et la 
mise au point des conditions d’amplification.  
L’ISSR est une technique consistant à révéler en masse du polymorphisme de type 
microsatellite (Zietkiewicz et al., 1994). Cette technique reprend le principe de la RAPD. Les 
amorces sont constituées d’une partie d’une séquence de microsatellite (4 à 6 répétitions selon 
sa taille) et d’une à trois bases arbitraires sélectives en 3’ ou en 5’. L’amplification par PCR 
va révéler de nombreux fragments flanqués de part et d’autre du même microsatellite en 
orientation inversée (fig. 18). Le polymorphisme dépend ici du nombre d’unité de répétitions. 
La quantité de marqueurs polymorphes peut être élevée, alors que la technique est simple et 
de faible coût. L’avantage de cette technique est qu’elle ne nécessite pas de connaissance 
particulière des séquences d’ADN, et que les cibles des amorces sont très abondantes dans le 
génome des végétaux. 
 
Cette technique de marquage génétique a déjà été utilisée avec succès chez le riz (Blair et al., 
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Figure 19 : principe de la technique SSAP. 
L ’ADN est digéré par une enzyme de restriction et les fragments sont liés à des adaptateurs. Une 
amplification préselective est ensuite réalisée entre une amorce adaptateur et une amorce rétrotransposon. 
Une seconde amplification est réalisée entre une amorce adaptateur contenant des bases sélectives et une 
amorce rétrotransposon marquée avec un fluorochrome. Le polymorphisme observé peut provenir soit : 
- de la distance entre le site d’insertion du rétrotransposon et le site de restriction (1) 
- de la présence d’un rétrotransposon à un locus donné (2) 
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1999), le maïs (Kantety et al.,1995), les conifères (Kostia et al., 1995 ; Tsunumura et al., 
1996), les agrumes (Fang et Roose, 1997 a et b) et sur une espèce de Nicotianée (Bahulikar et 
al., 2004) d’où son intérêt pour l’analyse du génome des végétaux. Des marqueurs SCAR 
peuvent être développés à partir de marqueurs ISSR (Albani et al., 2004). 
3.1.1.3 Les marqueurs SSAP (Sequence Specific Amplification Polymorphism) 
La SSAP  s’appuie sur le polymorphisme d’insertion d’éléments mobiles, les transposons.  
Les transposons sont des entités génétiques capables de se déplacer à travers le génome, en 
modifiant éventuellement l’activité du gène dans lequel ils s’insèrent (Bennetzen, 2000). Ils 
sont particulièrement abondants dans le génome des végétaux (Kunze et al., 1997). Dans le 
maïs, ils représentent entre 50 et 80% du génome (SanMiguel et Bennetzen, 1998). On 
distingue deux groupes parmi ces éléments mobiles, en fonction de leur mécanisme de 
transposition et leur mode de propagation. Les rétrotransposons (éléments de classe I) se 
transposent via un ARN intermédiaire. Ils ont une structure voisine de celle des rétrovirus, à 
la différence qu’ils ne sont pas infectieux. De plus, leur génome ne contient pas le gène env 
codant pour l’enveloppe virale. Les transposons (éléments de classe II) se déplacent par 
excision et réintégration (‘‘couper-coller’’). 
Il existe deux classes parmi les rétrotransposons (Kumar et Bennetzen, 1999 ; Bennetzen, 
2000). Le premier groupe est constitué par les rétrotransposons à LTR (Long Terminal 
Repeat), parmi lesquelles on trouve les Ty1-copia et le Ty3-gypsy, en fonction de leur 
similarité et de l’ordre des gènes codant (Xiong et Heickbush, 1990). Tnt1 a été le premier 
rétrotransposon caractérisé chez le tabac (Grandbastien et al., 1989). 
Le deuxième groupe d’éléments mobiles est constitué par les rétrotransposons non LTR, 
parmi lesquels on trouve les LINEs (Long Interspersed Repetitive Elements) et les SINEs 
(Short Interspersed Repetitive Elements) qui sont prédominants (Okada et al., 1995 ; 
Deininger, 1989). Les SINEs sont des éléments courts (<500 pb) et non autonomes transcrits 
par le complexe RNA polymérase III trouvé chez les eucaryotes. Les séquences Alu sont des 
SINEs d’environ 300 pb, qui ne comportent aucune séquence codante. Les LINEs sont de 
longues séquences d’ADN représentant des molécules d’ARN réverse transcrites par des 
ARN polymérase II en ARNm. Ils ne contiennent ni intron ni promoteur mais peuvent coder 
pour une réverse transcriptase pour se copier eux mêmes ou copier d’autres LINEs. 
 
Différentes techniques d’identification de marqueurs moléculaires s’appuient sur le 
polymorphisme d’insertions des rétrotransposons. L’une d’elle, la SSAP (fig. 19), est une 
technique dérivée de l’AFLP, car elle utilise une amorce spécifique d’un rétrotransposon 
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comme l’une des deux amorces de l’étape d’amplification (Waugh et al., 1997). 
3.1.2 Marqueurs révélés individuellement : utilisation des banques de données 
Certaines techniques nécessitent de connaître la séquence des fragments amplifiés, 
puisqu’elles permettent de rechercher du polymorphisme de type SNP (Single Nucleotide 
Polymorphism), spécifique de la séquence étudiée. Pour cela, les séquences disponibles dans 
les banques de données sont utilisées. 
3.1.2.1 Intérêt de l’utilisation des ESTs 
La méthode la plus efficace pour avoir accès à des séquences codantes est le séquençage 
systématique de fragments de gènes exprimés. Ces fragments, de longueur excédant rarement 
1000 pb, sont généralement appelés des étiquettes de séquences exprimées ou ESTs 
(Expressed Sequence Tags). Il existe plusieurs banques de données, générales comme 
Genbank (Benson et al., 2003) ou spécifiques d’un organisme comme TAIR pour Arabidopsis 
(Rhee et al., 2003), MaizeGDB pour le maïs (Lawrence et al., 2004), Gramene pour les 
graminées (Ware et al., 2002) et SGN pour les Solanacées (http://www.sgn.cornell.edu).  
Au mois de mai 2005, 10370 séquences ESTs de tabac sont recensées sur PlantGDB (Dong et 
al., 2004, http://www.plantgdb.org), ainsi que 1793 protéines et 1400 ADNc. Plus de 30000 
entrées sont enregistrées sur la base de données du NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).  
Ces ESTs constituent une source remarquable de données pour l’identification de gènes et le 
développement de marqueurs moléculaires. Lorsque du polymorphisme est trouvé dans des 
ESTs, leur cartographie permet d’établir des cartes génétiques fonctionnelles utiles dans 
l’identification de régions génomiques contrôlant des caractères d’intérêt. 
Les ESTs étant constituées de séquences codantes, elles sont donc relativement bien 
conservées entre les différentes espèces végétales. Pour cette raison, il est facile de les utiliser 
pour comparer des espèces phylogénétiquement proches. Un tel avantage peut être exploité 
dans le cas du tabac, où les travaux concernant la cartographie génétique sont limités. Par 
contre, la recherche sur la tomate (Lycopersicon esculentum), la pomme de terre Solanum 
tuberosum) ou le poivron (Capsicum annuum), qui font partie de la famille des Solanacées 
comme le tabac, est beaucoup plus développée. Sans prétendre que l’on peut trouver le même 
degré de conservation entre la tomate et le tabac qu’entre la tomate et la pomme de terre 
(Tanksley et al., 1992), on peut supposer que des séquences de tomate pourraient être 
exploitées chez Nicotiana tabacum. Cette hypothèse pourrait permettre d’obtenir des points 
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de comparaison entre la carte génétique existante de la tomate et celle du tabac.  
3.1.2.2 Les techniques de détection de polymorphisme individuel 
Différentes méthodes moléculaires permettant de détecter du polymorphisme dans ces 
séquences existent. Des variations de type insertion-délétion ou des variations de séquence 
qui, lorsqu’elles concernent une seule base, sont appelées SNP (Single Nucleotide 
Polymorphism) peuvent être observées. Trois méthodes s’appuyant sur les séquences 
disponibles dans les banques de données ont été utilisées dans cette étude. 
3.1.2.3 Détection par séquençage direct : application aux marqueurs COS  
La méthode la plus directe pour détecter des variations consiste à séquencer directement les 
fragments d’ADN. Le même EST peut être séquencé sur plusieurs individus, et les séquences 
sont alignées et comparées. Néanmoins, cette méthode est assez lourde à réaliser car le 
séquençage d’un fragment passe par une étape de clonage. Cependant, afin de disposer de 
marqueurs communs entre les cartes génétiques de la tomate et du tabac, des marqueurs COS 
(Conserved Ortholog Set) peuvent être utilisés. Les marqueurs COS sont des séquences 
conservées entre le génome d’Arabidopsis thaliana et la tomate, en 1 à 3 exemplaires. Ces 
séquences ont été recensées sur le site internet 
http://www.sgn.cornell.edu/legacy/markers/cos_markers.html (Fulton et al., 2002). Elles 
permettent de comparer les génomes entre eux et d’observer la synténie (conservation de 
l’ordre des gènes entre génomes). Ils ont été obtenus de la façon suivante:  
- recherche de similitude entre les EST de tomate et le génome d’Arabidopsis (banque 
de BAC sur TAIR) avec un outil d’alignement bioinformatique (TBlastx) 
- identification des séquences identiques (<e-15) entre les séquences uniques de tomate et 
d’Arabidopsis  
- classification des ESTs remplissant ces conditions comme COS (Conserved Ortholog 
Set), les autres sont considérées comme potentiellement paralogues et éliminées.  
3.1.2.4 Polymorphisme de longueur des fragments amplifiés : application aux 
microsatellites  
La solution la plus efficace en terme de nombre de locus informatifs consiste à développer 
une banque enrichie en motifs répétés. Une approche alternative et moins longue au 
développement d’une banque enrichie consiste à rechercher des motifs répétés dans les bases 
de données de séquences.  
 A T G C 
Sauvage Mutant 
Figure 20 : principe de la technique SSCP. 
Une amplification est réalisée avec des amorces spécifiques de la séquence (en rouge) et rallongée en 5’ 
par des adaptateurs « universels » (en bleu et en vert). Un deuxième amplification est réalisée soit 
séparément, soit simultanément, avec des amorces complémentaires de ces adaptateurs et marquées en 5’ 
avec deux fluorochromes différents. Le fragment amplifié est analysé sur électrophorèse capillaire 
ABI3100 dans un milieu dénaturant. Le simple brin prend une conformation différente en fonction de la 
séquence en nucléotides. 
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Afin d’obtenir des marqueurs microsatellites polymorphes, une amplification directe des 
microsatellites peut être réalisée. A l’inverse de la technique ISSR où aucune connaissance de 
l’ADN n’est nécessaire, des amorces spécifiques sont définies de part et d’autre 
du microsatellite étudié afin d’observer la variation de longueur du fragment amplifié, 
reflétant le nombre de répétitions du motif. Pour cela, l’outil bioinformatique “Blast” 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) est utilisé pour rechercher les séquences de tabac (gènes ou 
ARNm) dans les banques de données, et qui contiennent des microsatellites. 
Le polymorphisme de longueur de fragments amplifiés peut être observé sur gel d’agarose, ce 
qui constitue la méthode la plus simple à mettre en oeuvre.  
3.1.2.5 La technique SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism) 
La détection de polymorphisme SNP est plus lourde à mettre en œuvre. Principalement deux 
techniques sont utilisées. La première, la SSCP, est basée sur la conformation de fragments 
d’ADN lors de leur migration en gel de polyacrylamide (Orita et al., 1989). La seconde est 
basée sur la propriété d’une enzyme tirée du céleri, CelI, capable d’hydrolyser les fragments 
d’ADN au niveau de mismatch (Oleykoswki et al., 1998). 
La SSCP (Orita et al., 1989) consiste à faire migrer des fragments d’ADN dénaturés dans un 
gel de polyacrylamide non-dénaturant (fig. 20). Avant le dépôt, l’ADN double brin est 
dénaturé par chauffage à 94°C pendant 6 minutes, puis rapidement refroidi (sur de la glace 
pendant 2 minutes), les molécules simple brin n’ont pas le temps de se réassocier entre elles, 
et forment une structure secondaire stable par des réassociations au niveau de zones de 
séquences complémentaires. Ces molécules peuvent prendre des conformations différentes 
décelables par une différence de migration lors de l’électrophorèse en fonction des conditions 
de migration (voltage, température, composition du gel). 
3.1.2.6 Stratégie visant à réduire le coût lié au grand nombre d’amorces testées  
Afin de limiter le nombre d’amorces marquées pour chaque cible testée, une stratégie 
consistant à prolonger les amorces par un adaptateur peut être utilisée, que ce soit pour la 
recherche de polymorphisme dans les microsatellites ou pour l’utilisation de la SSCP, (fig. 
20). En effet, le marquage fluorescent à un coût trop élevé pour être systématique. Les 
amorces spécifiques des régions étudiées peuvent être prolongées de 18 à 20 nucléotides 
supplémentaires en 5’, par une séquence correspondant à des amorces marquées par un 
fluorochrome. Ainsi, l’amplification PCR est réalisée avec 4 amorces au total, les deux 
spécifiques des séquences et allongées en 5’, plus les deux amorces complémentaires des 
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rallonges, marquées en 5’ et universelles pour toutes les séquences testées. 
3.1.3 Marqueurs révélés individuellement : les marqueurs SCAR 
Les techniques d’obtention de marqueurs AFLP ou SSAP sont composées de plusieurs étapes, 
de l’hydrolyse enzymatique jusqu’à l’amplification, et sont par conséquent relativement 
longues et coûteuses à utiliser en routine. Les marqueurs RAPD sont quant à eux peu 
reproductibles. Ces marqueurs peuvent être convertis en marqueurs SCAR (Sequence 
Characterized Amplified Region) afin d’optimiser leur utilisation. Cette méthode consiste à 
déterminer la séquence nucléotidique des marqueurs polymorphes d’intérêts et à définir des 
amorces dans ces séquences afin de les utiliser directement lors d’une réaction d’amplification 
de l’ADN génomique. Les amorces SCAR doivent reproduire le même polymorphisme que le 
fragment du marqueur moléculaire duquel elles sont dérivées. 
Cette technique présente un avantage important : l’analyse en routine d’un grand nombre 
d’échantillons est réalisée en un temps beaucoup plus court et de façon plus reproductible que 
l’analyse des marqueurs AFLP et RAPD, et les résultats peuvent être visualisés sur simple gel 
d’agarose. Les marqueurs SCAR sont fréquemment utilisés lorsqu’ils dérivent de marqueurs 
liés à des facteurs de résistance, afin d’identifier les plantes résistantes ou sensibles à un 
pathogène à un stade précoce du développement (Linde et al., 2004 ; Jain et al., 2004). 
3.2 La cartographie à l’aide de marqueurs moléculaires 
De nombreuses cartes génétiques sont déjà disponibles pour plusieurs Solanacées, comme la 
tomate (Lycopersicon esculentum), la pomme de terre (Solanum tuberosum) ou le poivron 
(Capsicum annuum). Dès la fin des années 80, des cartes RFLP d’espèces agronomiques 
majeures (comme la tomate, la pomme de terre, le piment) ont été établies (Bernatzky et 
Tanksley, 1986 ; Tanksley et al., 1988 ; Gebhart et al., 1991). Aujourd’hui, il en existe pour la 
plupart des espèces d’importance agronomique cultivées. Le développement de l’analyse 
informatique des données issues du marquage a entraîné une véritable explosion dans le 
domaine de la cartographie génétique, et les cartes existantes ont pu être complétées jusqu’à 
saturation (autant de groupes de liaison identifiés que de chromosomes). 
3.3 Principe de réalisation des cartes génétiques 
Une carte génétique est une représentation simplifiée des chromosomes par la position de 
“ balises ”, représentées par les marqueurs ordonnés les uns par rapport aux autres (de Vienne, 
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1998). La distance génétique entre deux marqueurs, mesurée en centimorgan (cM), est 
proportionnelle à la probabilité qu’un événement de recombinaison (crossing-over) se 
produise entre ces marqueurs lors de la méiose. L’estimation de la distance entre locus 
nécessite une population en ségrégation, si possible suffisamment nombreuse pour augmenter 
le nombre d’événements de recombinaisons dans les gamètes. Des populations F2, backcross, 
des lignées recombinantes obtenues par autofécondations successives ou des haploïdes 
doublés peuvent être utilisés en fonction des types de marqueurs moléculaires disponibles 
(dominants ou codominants). Les individus de la descendance sont caractérisés à l’aide des 
marqueurs génétiques. Un nombre suffisant de marqueurs doit être utilisé pour pouvoir 
saturer le génome, c’est-à-dire faire en sorte que tous les points du génome soient liés à au 
moins un autre marqueur de la carte, le but étant de trouver autant de groupes de liaison que 
de chromosomes. Dans certains cas, des descendances F1 peuvent être utilisées, 
particulièrement lorsqu’il n’est pas possible d’obtenir rapidement une descendance, comme 
par exemple chez les arbres fruitiers. En effet, si un locus est hétérozygote chez un parent P1 
et homozygote chez l'autre (P2) on se retrouve virtuellement dans le cas d'un testcross au 
niveau de ce locus. Dans ce cas, la descendance F1 ségrègera dans les proportions 1:1 et ce 
locus sera informatif pour P1. L'obtention d'un nombre suffisant de marqueurs hétérozygotes 
chez chacun des parents permet de construire leur carte. 
La ségrégation des marqueurs par rapport aux proportions mendéliennes attendues est testée 
par le test du chi-2 (par exemple, 1:1 pour les marqueurs codominants ou dominants dans des 
familles issues de "backcross", d'haploïdes doublés et dans des lignées recombinantes ; 1:2:1 
pour les marqueurs codominants dans des familles F2 ; 3:1 pour les marqueurs dominants 
dans des familles F2). Lorsque la ségrégation d’un marqueur est significativement différente 
de la proportion attendue, on parle de distorsion de ségrégation. Ceci est fréquent dans les 
croisements de type interspécifique, où la méiose peut être perturbée par le manque de 
ressemblance entre les chromosomes homologues. L’origine biologique, comme la liaison du 
marqueur avec un locus d'incompatibilité, ou statistique car résultant d'un échantillonnage 
trop faible, peuvent aussi être avancées. 
La liaison entre chaque paire de locus est ensuite testée par un test d’hypothèse 
d’indépendance (hypothèse H0 : "r = 0,5" ou "autant de gamètes parentaux que de gamètes 
recombinés"). La méthode la plus employée est celle du LOD score (Logarithm of the Odds 
ratio, Morton, 1955), elle est obtenue en testant la probabilité que les deux locus soient liés 
contre la probabilité qu’ils ne le soient pas. Un LOD de 3 signifie que la liaison est 1000 fois 
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Figure 21 : principe de la cartographie génétique et calcul du taux de recombinaison entre locus.  
Au cours de la méiose, qui donne lieu aux gamètes, des échanges entre les chromosomes homologues se 
produisent : il s’agit du « crossing-over », représenté schématiquement entre deux locus A et B. Le phénomène 
est appelé recombinaison génétique et le calcul de la fréquence de cette recombinaison (r) permet d’estimer la 
distance entre locus. Cette fréquence sera d’autant plus élevée que les deux locus seront éloignés l’un de l’autre 
sur le chromosome. r est estimé comme le rapport entre les gamètes de type recombiné et ceux de type parental. 
Si r = 0, les locus sont totalement liés et aucun gamète de type recombiné se produit lors de la méiose. Si 0 < r < 
0,5, les deux locus sont liés. La valeur de r est une mesure de cette liaison et est estimée par la proportion de 
gamètes recombinés. Enfin, si r = 0,5, les deux locus ségrégent de façon indépendante, soit ils se trouvent sur 
deux chromosomes différents, soit sur le même chromosome mais à une  distance suffisante pour qu’il y ait 
autant de gamètes recombinés que de gamètes parentaux. 
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plus vraisemblable que l’indépendance. 
Enfin, la distance génétique entre chaque paire de marqueurs est calculée à partir du taux de 
recombinaison (r), qui est la proportion de gamètes recombinants par rapport au nombre total 
de méioses (fig. 21). Différentes fonctions de cartographies peuvent être utilisées. Les plus 
utilisées sont la distance de Haldane (Haldane, 1919) qui ne considère que les crossing-over 
multiples, et qui s’écrit :  
mH = -50 ln(1-2r) où mH est la distance génétique de Haldane et r le taux de recombinaison. 
La distance de Kosambi (Kosambi, 1944), qui inclut un paramètre tenant compte de 
l’existence éventuelle d’interférences (phénomène dû à l'encombrement spatial d'un chiasma 
empêchant d'avoir deux crossing-over très proches) s'écrit : 
mK = 25 ln[(1+2r)/(1-2r)], où mK est la distance génétique de Kosambi et r le taux de 
recombinaison. 
Les marqueurs sont ensuite ordonnés à l’aide d’un test multipoint. Ces différents tests 
statistiques sont réalisés à l’aide de logiciels spécifiques dont les plus couramment utilisés 
sont JOINMAP (Stam, 1993) et MAPMAKER (Lander et Schork, 1987) (tab. 7).  
3.4 Intérêt des cartes génétiques pour la détection de QTLs (Quantitative Trait Loci) 
Les marqueurs moléculaires n’ont d’intérêt que s’ils sont liés à des gènes ou QTLs impliqués 
dans la variation des caractères sélectionnés. Les QTLs sont des locus contrôlant la variation 
de caractères quantitatifs. Les marqueurs peuvent permettre de diriger les recombinaisons 
dans les rétrocroisements afin de minimiser la taille du fragment introduit dans le génome 
receveur, mais aussi d’accélérer le retour vers le parent récurrent. Bien que des QTLs pour 
divers caractères aient été identifiés chez de nombreuses espèces, les exemples d’applications 
directes sont encore rares. Chez les Solanées, des travaux ont permis d’isoler des QTLs liés à 
la qualité chimique et sensorielle de la tomate (Causse et al., 2001, 2002 ; Saliba Colombani 
et al., 2001). Un programme de sélection assistée par marqueurs visant à transférer les QTLs 
de la lignée de type cerise dans plusieurs lignées fermes et de bonne valeur agronomique a été 
conduit (Causse et al., 2001). Bien que des génotypes de bonne qualité organoleptique aient 
été obtenus, les fruits sont trop petits pour une exploitation commerciale. Lorsqu’une 
résolution suffisante est atteinte (densité de marqueurs), le clonage positionnel peut être 
envisagé (1 cM au maximum) afin de connaître le gène responsable de la variation du 
caractère. Dans ce cas, la cartographie est basée sur des lignées quasi-isogéniques différant 
pour le QTL recherché et l’étude de leur descendance. Des exemples de clonage positionnel 
 
  
Tableau 7 : les logiciels de cartographie génétique les plus utilisés 
 
 
 
Logiciel Fonction Populations Plateforme Accessibilité Site web 
Mapmaker  Analyse de 
liaison 
Construction 
de carte 
F2, RIL, 
DH, BC 
Unix, 
Mac, PC 
domaine 
public 
 
http://www.broad.mit.edu/genome_software/  
JOINMAP Analyse de 
liaisons, 
construction 
de carte 
Comparaison 
de cartes 
F2, RIL, 
DH, BC, 
F1 
outbreds 
Unix, 
Mac, PC 
payant http://www.kyazma.nl/index.php/mc.JoinMap 
 
LINKAGE 
 
Analyse de 
liaisons 
 
Pedigrees 
variés 
 
Unix, PC 
 
domaine 
public 
http://linkage.rockefeller.edu/soft/linkage/ 
 
MAPL 
 
Analyse de 
liaisons, 
construction 
de carte 
F2, RIL, 
DH, BC 
PC domaine 
public 
http://peach.ab.a.u-tokyo.ac.jp/~ukai/ 
 
 
GMENDEL 
 
Analyse de 
liaisons, 
construction 
de carte 
F2, RIL, 
DH, BC, 
F1 
outbreeds 
Unix domaine 
public 
 
http://cropandsoil.oregonstate.edu/G-
mendel/Default.htm 
 
 
RIL = Recombinant Inbred Lines 
DH = Doubled Haploid 
BC = Backcross 
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Figure 22 : principe de détection d’un QTL (ex : taille de la plante) entre deux individus P1 et P2 à un locus « a ». 
Un marqueur de taille inférieure est amplifié chez le parent P1 par rapport au marqueur amplifié chez le parent P2. 
Les deux marqueurs provenant  respectivement des parents P1 et P2 sont présents chez  l’hybride F1. Les individus 
F2 sont classés en fonction de leur génotype au locus « a » sur la base de l’amplification de ce marqueur. La taille 
moyenne des individus F2 ainsi classés est calculée : 
m1 = taille moyenne des individus de génotype aa au locus « a » 
m2 = taille moyenne des individus de génotype aA au locus « a » 
m3 = taille moyenne des individus de génotype AA au locus « a » 
 
nombre  
d’individus 
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existent chez la tomate avec le clonage d’un gène responsable de la taille du fruit (mutations 
dans le promoteur) (Frary et al., 2000 ; Cong et al., 2002), ou chez le riz avec le clonage d’un 
gène impliqué dans la sensibilité à la photopériode (facteur de transcription) (Yano et al., 
2000). 
Enfin, des approches « gènes candidats » peuvent permettre d’identifier des gènes impliqués 
dans la détermination de caractères d’intérêts. Cette approche peut être validée par la 
colocalisation du gène candidat et d’un QTL pour le caractère d’intérêt sur une carte 
génétique. Ainsi, un gène codant pour la caffeoyl CoA 2-O-méthyltransférase colocalise avec 
un QTL lié à la digestibilité et le taux de lignine chez le maïs (Guillet-Claude et al., 2004).  
3.5 Les méthodes de détection de QTLs 
Divers facteurs peuvent influencer la précision de la détection de QTLs, comme le type et la 
taille de la population, l’héritabilité du caractère, mais aussi la méthode statistique utilisée. 
Les méthodes les plus simples (ANOVA, régression linéaire, test-t) sont basées sur l’analyse 
de variance et permettent d’identifier des marqueurs liés à des variations phénotypiques de 
façon individuelle (fig. 22). Cependant, ces méthodes ne permettent pas de localiser 
précisément les QTLs ni d’estimer leur effet. Des méthodes intégrant les informations 
disponibles au niveau de marqueurs multiples par le biais des cartes génétiques ont été 
développées, apportant plus de précision dans la détection : l’Interval Mapping (IM), le 
Composite Interval Mapping (CIM), le Multiple Interval Mapping (MIM)... L’IM permet de 
tester de façon linéaire la présence de QTLs au niveau d’intervalles entre les marqueurs 
(Lander et Botstein, 1989). Les stratégies de Multiple QTL Mapping permettent en plus de 
prendre en compte comme cofacteurs des marqueurs présentant des effets significatifs (CIM 
et MIM, Zeng et Jansen, 1993). Les positions et les effets des QTLs sont estimés 
indépendamment des autres QTLs détectés, mais chaque recherche ne concerne qu’un seul 
QTL et les interactions entre les QTLs ne sont pas considérées. Des stratégies comme la MIM 
permettent de tenir compte de ces interactions en fonction du nombre de QTLs, de leur 
position et de leur effet, à condition d’avoir déjà identifié des QTLs par CIM (Kao et al., 1999 
; Zeng, 2000). Des QTLs additionnels peuvent être détectés, à condition d’avoir sélectionné le 
modèle le mieux adapté à la variable observée. L’identification des modèles les plus 
pertinents peut être facilitée par l’utilisation d’algorithmes génétiques (Baker, 1987 ; Carlborg 
et al., 2000). 
La valeur de LOD score n’est pas toujours suffisante pour indiquer la présence d’un QTL de 
 
  
Tableau 8 : les principaux logiciels de détection de QTLs. 
 
Logiciel Fonction Populations  Accessibilité Site web 
Mapmaker/QTL  SIM F2, RIL, 
DH, BC 
PC, Mac domaine 
public 
 
www-genome.wi.mit.edu/genome 
software 
 
QTL 
cartographer 
SIM, 
CIM, 
MIM 
F2, RIL, 
BC  
PC, Mac, 
Unix 
domaine 
public 
 
http://statgen.ncsu.edu/qtlcart/cartogr
apher .html 
 
MAPQTL 
 
SIM, 
CIM 
 
F2, RIL, 
DH, BC, 
outbred 
PC payant 
 
http://www.kyazma.nl/index.php/mc.
MapQTL 
MAPL 
 
SIM F2, RIL, 
DH, BC 
PC domaine 
public 
 
http://peach.ab.a.u-tokyo.ac.jp/~ukai/ 
MapManager 
QTX 
SIM, 
CIM 
 
F2, RIL, 
BC 
PC, Mac domaine 
public 
 
http://www.mapmanager.org/mmQT
X.html 
MultiQTL SIM, 
CIM 
 
F2, RIL, 
DH, BC 
PC payant 
 
 
http://www.multiqtl.com/ 
PLABQTL SIM, 
CIM 
F2, BC, F3, 
RIL 
PC domaine 
public 
 
http://www.uni-hohenheim.de 
Qgene SIM F2, DH, 
BC, 
AdvBC 
Mac domaine 
public 
http://www.qgene.org/ 
 
 
RIL = Recombinant Inbred Lines 
DH = Doubled Haploid 
BC = Backcross 
SIM = Simple Interval Mapping 
CIM = Composite Interval Mapping 
MIM = Multiple Interval Mapping 
 
   Introduction / 22
façon significative. Elle suppose que tous les caractères analysés présentent une distribution 
normale, que les données génotypiques ne présentent pas de valeurs manquantes, que les 
chromosomes comportent le même nombre de marqueurs disposés à des intervalles réguliers 
et qu’il n’y a pas de distorsion de ségrégation, ce qui est rarement le cas. Afin de vérifier si la 
valeur observée de la statistique liée au QTL n’a pas été obtenue du seul fait du hasard, il faut 
connaître la distribution de cette statistique. Des méthodes de ré-échantillonnage par 
permutation (tirage des phénotypes sans remise, les génotypes n’étant pas modifiés pour 
conserver une carte génétique aux propriétés identiques) sont fréquemment utilisées 
(Churchill et Doerge, 1994). La valeur de la statistique obtenue sur les données de départ est 
finalement comparée aux valeurs obtenues sur les données permutées, ce qui permet d’obtenir 
l’erreur de type I associée à chaque QTL, c’est à dire la probabilité d’observer un effet alors 
qu’il n’y en a pas, du seul fait du hasard. Le choix du risque dépend de l’objectif de 
l’expérience, il ne sera pas le même pour une première évaluation de la position probable de 
QTL et pour l’initiation de clonage positionnel. On notera que le nombre d’individus analysés 
diminue la puissance des tests, c’est à dire que l’on va perdre des QTLs réels, notamment 
ceux à faible effet. Cependant les QTLs détectés ne seront pas moins fiables pour autant. 
Il existe de nombreux logiciels de détection de QTLs, les principaux sont présentés dans le 
tableau 8.  
4 Utilisation actuelles des marqueurs moléculaires en sélection chez le 
tabac 
4.1 Les marqueurs moléculaires existant 
Le développement des marqueurs moléculaires sur tabac est relativement récent en 
comparaison aux autres espèces. Les premiers travaux ont porté sur des études de la diversité 
génétique du sous genre Tabacum ou de l’espèce N. tabacum, par RAPD (Random Amplified 
Polymorphic DNA) (Coussirat et al., 1994 ; del Piano et al., 2000) ou par AFLP (Amplified 
Fragment Length Polymorphism) (Ren et Timko, 2001 ; Rossi et al., 2001). Ces études ont 
démontré que le polymorphisme au sein de l’espèce N. tabacum est faible, alors que la 
diversité génétique est très élevée entre différentes espèces du genre Nicotiana.  
Les marqueurs moléculaires développés sur tabac ne concernent actuellement que les 
résistances à divers pathogènes (tab. 9). La technique RAPD a été la plus utilisée : des 
 
  
 
 
 
 
 
Tableau 9 : origines des sources de résistances aux pathogènes du tabac et marqueurs moléculaires associés.  
 
Maladie et 
pathogène 
Source de résistance 
originale 
Source de résistance 
moderne 
Marqueurs 
associés aux 
facteurs de 
résistance 
Références 
N. debneyi TN90, TN86, 76C16, 
KY170 
RAPD  
 
Bai et al.,1995 
Bai, 1999 
N. alata 
 
Polalta  Pourriture noire des 
racines : Chalara 
elegans 
N. tabacum : Harrow 
velvet, TI89 
KY14 
 
 
N. tabacum NC602, MN944 gène Va, RAPD  
 
Noguchi  et al., 1999 
Tajima et al., 2001 
Virgin A Mutante 
 
TN90   PVY : Potato Virus 
Y 
N. tomentosiformis, N. 
africana 
   
N. debneyi 
 
PBD6, BEL 61  
N. goodspeedii, N. 
velutina 
Ovens 62  
Mildiou : 
Peronospora 
tabacina 
Chemical mutant 
 
 
  
N. tabacum : Ambalena   
 
 
TMV : Tobacco 
Mosaic  Virus N. glutinosa Samsoun gène N  Dinesh-Kumar et al., 
1995 
Root Knot 
Nematode 
Meloidogyne 
incognita races 1 
and 3 
N. tomentosa NC95 gène Rk, RAPD 
 
Yi et al., 1998 
Bacterial wilt : 
Ralstonia 
solacearum 
N. tabacum : TI 448A NC729, K149 AFLP, QTL 
 
Nishi et al., 2003 
N. tabacum : Florida 
301 
NC60  
 
 
N. longiflora 
 
 
L8 Johnson et al., 2002 Black shank : 
Phytophtora 
parasitica N. plumbaginifolia 
RAPD 
Coker 371 Gold 
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marqueurs associés à la résistance à la pourriture noire des racines (Bai et al., 1995, 1999), au 
PVY (Noguchi et al., 1999), au gène Rk de résistance aux nématodes Meloidogyne incognita 
races 1 et 3 (Yi et al., 1998), et au black shank (Phytophtora parasitica) (Johnson et al., 2002) 
ont été obtenus avec cette technique.  
4.2 Les cartes génétiques  
Des cartes génétiques existent pour certaines espèces de nicotianées : une descendance F2 
issue du croisement de N. plumbaginifolia par N. longiflora a permis de cartographier 69 
marqueurs RFLP et 102 marqueurs RAPD sur 9 groupes de liaisons couvrant 1062 cM (Lin et 
al., 2001). Le locus de self incompatibilité a été cartographié chez N. alata sur une population 
de 251 plantes F2 (Li et al., 2000). Le nombre réduit de chromosomes de N. plumbaginifolia 
(2n=20) est un avantage certain par rapport à N. tabacum, qui compte 2n=48 chromosomes. 
La possibilité de travailler sur un croisement interspécifique est un atout, surtout lorsque le 
polymorphisme intraspécifique est très faible comme chez N. tabacum.  
Le gène de résistance Rk à Meloidogyne incognita (race 1 et 3) a été cartographié dans le 
tabac avec des marqueurs RAPD (Yi et al., 1998). Mille cinq cents amorces ont été testées sur 
deux variétés, Ky14 (sensible) et NC528 (résistante). Deux populations d’haploïdes doublés 
dérivant du croisement de ces deux variétés ont permis de cartographier le gène Rk sur une 
carte de 24.1 cM avec 16 marqueurs RAPD. L’importante proportion de marqueurs liés à ce 
gène et le faible taux de recombinaison rapporté semblent provenir de l’origine 
interspécifique (N. tomentosa) du gène de résistance. Les mêmes observations ont été 
rapportées chez le tabac pour d’autres gènes de résistances : des marqueurs RAPD liés à la 
résistance au black shank (Phytophtora parasitica var Nicotianae) ont montré un faible taux 
de recombinaison entre les marqueurs RAPD liés à la résistance et le gène Ph (Johnson et al., 
2002). L’origine N plumbaginifolia et N. longiflora du gène Ph expliquerait ce phénomène. 
La même situation a été rapporté pour des marqueurs RAPD liés à un gène de résistance à la 
pourriture noire des racines (Bai et al., 1995). 
Une carte génétique partielle du tabac a été réalisée à partir du croisement de Michinikoku 
(BY21) par W6 (Nishi et al., 2003). Trois mille soixante douze combinaisons d’amorces 
AFLP ont été testées. Cent vingt cinq haploïdes doublés ont été analysés avec 117 marqueurs 
AFLP polymorphes. Dix groupes de liaisons ont été obtenus pour une longueur de 383 cM, et 
un QTL lié à la résistance au bacterial wilt (Ralstonia solanacearum) a été cartographié. 
Le laboratoire d’Advanced Technology Cambridge a réalisé une carte avec environ 120 
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marqueurs RAPD ou RFLP sur des lignées F6 issues du croisement de NC95 par Samsun. 
Une dizaine de groupes de liaisons ont été obtenus, dont deux à trois principaux regroupant la 
plupart des marqueurs (M. Ward, communication personnelle).  
La localisation des QTLs liés aux caractères chimiques de la plante pourrait permettre 
d’étudier la complexité de la composition de la fumée de cigarette, et d’établir le lien existant 
entre des molécules présentes dans la feuille et des composés de la fumée. 
 
5 Objectifs de la thèse  
Il n’existe pas encore de carte génétique disponible pour l’espèce Nicotiana tabacum. 
L’utilisation des marqueurs moléculaires en cartographie génétique du tabac devrait permettre 
dans un premier temps d’améliorer la connaissance de l’organisation et du fonctionnement de 
son génome. L’objectif de ce travail est de réaliser dans un premier temps une carte génétique 
du tabac. 
La première étape consiste à choisir les génotypes devant permettre l’obtention d’une 
population en ségrégation, et les techniques à appliquer pour l’obtention des marqueurs 
moléculaires polymorphes nécessaires à la cartographie génétique. 
Deux alternatives sont envisagées dans la réalisation d’une carte génétique : la première est 
d’étudier la possibilité de travailler sur un croisement interspécifique, permettant de faire face 
au faible polymorphisme connu chez l’espèce N. tabacum. La deuxième consiste à examiner 
les ressources génétiques disponibles parmi la collection de variétés de l’ITB, afin de 
travailler sur les variétés les plus polymorphes d’un point de vue génotypique, et les plus 
représentatives du travail de sélection et d’amélioration variétale mené à l’ITB. 
Les résultats lors de cette première étape, en fonction de la méthode retenue, doivent 
déterminer la possibilité d’étudier les variables concernant la qualité générale du tabac par une 
approche de détection de QTLs. Des critères de qualité tels que des teneurs en alcaloïdes, en 
sucres ou en goudrons s’inscrivent bien dans le cadre d’une étude de détection de caractères 
quantitatifs.  
L’obtention d’une carte génétique pourrait représenter un outil de sélection efficace et précis, 
permettant de mieux cibler le potentiel réel de chaque lignée, mais aussi de mieux comprendre 
la relation entre les critères agronomiques d’intérêts et la composition de la fumée.  
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CHAPITRE I : Création de croisements interspécifiques entre espèces 
du genre Nicotiana 
 
1 Introduction 
1.1 Intérêt des croisements interspécifiques en cartographie génétique 
Le polymorphisme observé entre différentes variétés de Nicotiana tabacum est relativement 
réduit (Ren et al., 2001 ; Rossi et al., 2001). Jusqu’à présent, aucune carte génétique saturée, 
première étape de l’utilisation des marqueurs moléculaires en sélection, n’a pu être réalisée. 
Seule une carte très partielle ayant permis la détection de QTLs liés à la résistance au bacterial 
wilt est disponible (Nishi et al., 2003). Des travaux menés à l’Institut du Tabac de Bergerac 
sur la technique AFLP montrent qu’il est possible de révéler des marqueurs très polymorphes 
entre différentes espèces du genre Nicotiana (Isidore, 1997). Cette étude montre que le 
polymorphisme atteint 99% sur 33 espèces appartenant à trois sous-genres différents (sous-
genres Tabacum, Rustica et Pétunioides). Un polymorphisme interspécifique élevé a aussi été 
démontré par les travaux de Ren (2001).  
De nombreuses cartes génétiques ont été réalisées à partir de croisements de plantes 
appartenant à des espèces différentes, ceci dans le but d’augmenter le nombre de marqueurs 
polymorphes. Des cartes génétiques ont ainsi pu être obtenues chez la tomate et la pomme de 
terre (Tanksley et al., 1992 ; Haanstra et al., 1999), le coton (Lacape et al., 2003), l’oignon 
(van Heusden et al., 2000), le riz (Causse et al., 1994), le pêcher (Foolad et al., 1995), mais 
aussi chez des Nicotianées (Lin et al., 2001). Ces espèces, bien que génétiquement 
différentes, produisent des hybrides F1 fertiles. Des distorsions de ségrégations ont été 
observées dans ce type de croisements (Lorieux et al., 1995 ; Joobeur et al., 1998). Les loci 
n’ayant pas un comportement mendélien sont en général regroupés, ils peuvent fausser 
l’estimation des distances génétiques, et l’ordre des marqueurs. 
 
1.2 Choix des parents et des croisements réalisés 
L’espèce N. tabacum possède 48 chromosomes, et il est admis qu’elle dérive par 
amphidiploïdie du croisement de N. tomentosiformis (2n=24) et de N. sylvestris (2n=24). Afin 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Figure 23 : croisements interspécifiques réalisés entre espèces du genre Nicotiana 
(Kostoff, 1941). Les chiffres indiqués dans le tableau correspondent au nombre de 
bivalents observé à la méiose.  
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de faciliter leur appariement, des espèces du genre Nicotiana comportant aussi 48 
chromosomes ont été choisies. A la première métaphase de la méiose, les appariements entre 
chromosomes d’origine différente sont en effet d’autant plus nombreux que les espèces 
croisées sont voisines. Dans ce type de croisements entre espèces du genre Nicotiana, tous les 
cas intermédiaires entre l’appariement complet et l’absence d’appariement ont été observés. 
La plupart de ces croisements ont déjà été réalisés dans des études antérieures. Les 
croisements à accomplir ont été choisis d’après les résultats de Kostoff (1930, 1941), qui a 
étudié avec précision la compatibilité, le développement embryonnaire et la vigueur de 
croisements interspécifiques de Tabacum. Les résultats obtenus sont très divers en fonction 
des croisements : avortement des capsules sans formation de graine, hybrides non viables, 
avortement des graines à un stade précoce du développement, ou stérilité des hybrides. 
Il existe cependant des croisements pour lesquels une descendance a pu être observée. Leur 
choix a été réalisé en fonction du nombre de chromosomes (2n = 48) des espèces du genre, du 
taux de réussite, et du nombre de divalents formés à la méïose, quand elle est effective (fig. 
23). Les plantes suivantes ont été retenues: N. debneyi G, N. bigelovii var. multivalvis, N. 
bigelovii var. quadrivalvis, et N. bigelovii dans le sous-genre Pétunioides ; Brasilia G et 
Texana de l’espèce N. rustica dans le sous-genre Rustica (fig. 24). Un autre type de 
croisement a été testé, avec les parents mâles en haploïdes doublés. La nature des hybrides F1 
a été étudiée par cytométrie de flux et AFLP, dans le but de choisir les individus pouvant 
générer des populations F2 ou backcross nécessaire à la cartographie génétique.  
2 Résultats 
2.1 Graines et hybrides F1 obtenus 
Parmi les différents croisements réalisés, certains ont permis d’obtenir des graines et des 
plantules F1 viables (tab. 10). Sur les différents lots de graines obtenus, un certain nombre ne 
s’est pas développé en semis. Les graines issues des trois croisements suivants n’ont pas 
germé : N. bigelovii X VD, N. bigelovii X HDVTY8G1, Brasilia G X LAP41-16. Mis à part 
N. debneyi G X VTY 8G1 et Brasilia G X Xanthi NC qui ont donné respectivement 1 et 4 
plantules viables, les autres croisements ont produit au minimum une quarantaine de 
plantules. 
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Figure 24 : variétés du genre Nicotiana utilisées pour la réalisation de croisements interspécifiques. 
 1=Nicotiana tabacum (sous-genre Tabacum) ; 2=N. rustica var Brasilia (sous-genre Rustica); 3=N. 
debneyi ; 4=N. bigelovii var. Quadrivalvis ; 5=N. bigelovii var. Multivalvis (sous-genre Pétunioïdes). 
Tableau 10 : croisements interspécifiques testés. 
 
 
 
 
Sous genre/ 
Section 
Espèce 
Variété de Rustica 
ou Pétunioïdes 
Variété de  N. 
tabacum 
Croisement donnant une 
F1 (Femelle x Mâle) 
Plantules 
 
 
Rustica/ 
Rusticae 
N. rustica 
 
 
Brasilia G 
NRT 
Texana F 
 
 
 
 
 
 
 
 
Xanthi NC 
LAP41-16 
VD 
Chinensis 
 
VTY8G1* 
BR608A* 
PB1063* 
BC16-18* 
NC744* 
 
 
Brasilia G x Xanthi NC 
Brasilia G x LAP41-16 
Texana F x Chinensis 
Chinensis x Texana F 
 
     
4 
0 
>40 
>40 
 
 
 
Petunioides/ 
Bigelovianae  
N. bigelovii 
 
 
N. bigelovii var. 
quadrivalvis 
N. bigelovii var.  
multivalvis 
N. bigelovii 
 
 
 
 
VD 
PBD6 
BY02 
 
 
 
VTY8G1* 
BR608A* 
PB1063* 
BC16-18* 
NC744* 
 
 
N.b. var. quadrivalvis x VD 
N.b. var. quadrivalvis x BY02 
N.b. var. multivalvis x VD 
N.b. var.  multivalvis x BY02 
N. bigelovii x VD 
 
N.b. var. quadrivalvis x VTY8G1* 
N.b. var. multivalvis x PB1063* 
N. bigelovii x  VTY8G1* 
 
 
 
>40 
>40 
>40 
>40 
0 
 
>40 
>40 
0 
 
 
 
Petunioides/ 
Bigelovianae 
Suaveolentes 
N. debneyi 
 
 
N. debneyi G 
 
 
 
* Variétés haploïdes doublés obtenues à l’ITB. 
 
 
VD 
PBD6 
BY02 
 
VTY8G1* 
BR608A* 
PB1063* 
BC16-18* 
NC744* 
 
 
N. debneyi x VD 
 
 
>40 
 
  
  
N. debneyi x VTY8G1* 1 
  
Tableau 11 : estimation de  la taille du génome des parents et des hybrides F1 par cytométrie de flux 
(moyenne de 5 plantes pour les parents, individuelle pour les hybrides). 
 
 
 
Parents Quantité d'ADN 1C Taille en Mpb N.b. var. quadrivalvis X VD  M = 4,43 et E = 0,18 
Tabacum M = 4,82 et E = 0,04 1 4,39 4303,83
BY02 4,84 4746,88  2 4,46 4372,88
VD 4,80 4699,41  3 4,55 4459.00
Chinensis 4,88 4780,38  4 4,42 4326,85
Xanthi NC 4,75 4651,94  5 4,41 4319,66
HD VTY8G1 4,84 4746,88  10 4,08 3994,41
HD PB1063 4,83 4735,71  11 4,65 4557.00
Rustica M = 5,19 et E = 0,16  15 4,48 4394,25
Brasilia G 5,08 4978,94  16 4,26 4177,25
Texana 5,30 5189,92  18 4,59 4500,74
Pétunioïdes   19 4,54 4448,50
N. bigelovii 4,18 4096,70  22 4,59 4500,74
N.b. var. multivalvis 4,02 3935,59  23 4,59 4500,74
N.b. var. quadrivalvis 3,92 3842,18  27 4,05 3972,77
N. debneyi G 4,95 4851.00  30 4,36 4275,70
   N.b. var. multivalvis X VD M = 4,45 et E = 0,16 
Hybrides Quantité d'ADN 1C Taille en Mpb 1 4,43 4340.00
Chinensis X Texana M = 4,98 et E = 0,16 2 4,18 4092,86
1 4,89 4794,34  3 4,56 4472,61
2 5,13 5031,69  4 4,47 4383,40
3 4,88 4780,38  5 4,39 4303,83
4 5,17 5063,33  7 4,26 4177,25
5 4,83 4735,71  8 4,32 4231,50
Texana X Chinensis M = 5,5 et E = 0,11 9 4,65 4557.00
1 5,38 5269,03  11 4,48 4394,25
2 5,52 5411,44  12 4,59 4496,24
3 5,60 5488.00  13 4,35 4261,64
Brasilia G X Xanthi NC M = 5,52 et E = 0,21 14 4,80 4704.00
1 5,45 5339,52  25 4,35 4261,64
2 5,47 5361,18  26 4,45 4362,26
3 5,81 5696,25 N.b. var. multivalvis X HD PB1063 M = 4,35 et E = 0,23
4 5,33 5227,15  1 4,23 4142,73
N. debneyi  G x  VTY 8G1 2 4,43 4340.00
1 4,54 4452,24  3 4,60 4512,32
N.b. var. multivalvis X BY02 M = 4,51 et E = 0,15 4 4,60 4512,32
1 4,89 4794,34  13 4,53 4437,08
2 4,60 4510,97  14 4,34 4253,20
3 4,60 4512,32  15 4,21 4128,56
4 4,51 4422,97  16 4,21 4128,56
5 4,43 4340.00  17 4,65 4557.00
7 4,36 4275,70  19 4,05 3966,28
9 4,48 4388,22  20 4,36 4269,62
11 4,36 4275,70  22 4,36 4269,62
12 4,65 4557.00  23 3,79 3717,55
14 4,48 4388,22  24 4,36 4277,18
21 4,42 4331,96  31 4,52 4426,80
24 4,65 4557.00 N. debneyi G X VD M = 4,84 et E = 0,35 
30 4,35 4264,88  2 5,06 4962,07
36 4,35 4264,88  3 5,04 4936,75
N.b. var. quadrivalvis X BY02 M = 4,76 et E = 0,29 6 5,26 5155,39
1 4,80 4699,41  13 4,92 4825,06
4 4,56 4464,94  14 4,75 4655.00
5 4,50 4414,59  17 4,93 4833,18
6 4,70 4601,68  20 4,84 4741,12
14 5,24 5137,79  23 4,92 4818,90
N.b. var. quadrivalvis X VTY 8G1 M = 4,52 et E = 0,14 25 5,17 5063,33
1 4,52 4426,80  29 3,90 3825,63
2 4,70 4603,03  31 4,72 4623,04
3 4,56 4464,94  42 4,59 4498,58
4 4,75 4651,94  
5 4,65 4557.00  M = Moyenne de la quantité d’ADN 
13 4,60 4508.00  E = Ecart-type de la quantité d’ADN 
14 4,56 4464,94     
15 4,35 4263.00     
17 4,31 4224,72     
26 4,30 4211,77     
28 4,48 4388,22     
32 4,54 4448,50     
34 4,40 4313,96     
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2.2 Détermination de la taille du génome des hybrides F1 par cytométrie de flux 
Afin d’estimer la taille des noyaux dans les cellules végétales des hybrides et de contrôler leur 
nature à un stade précoce, le contenu en ADN des hybrides a été comparé avec celui de leurs 
parents respectifs par cytométrie de flux (tab. 11). 
L’analyse des parents montre que les variétés de l’espèce N. tabacum ont une quantité d’ 
ADN 1C moyenne de 4,82 pg.  
Le sous-genre Rustica possède un noyau plus riche en ADN, avec des quantités d’ADN de 
5,08 pg pour Brasilia G et 5,03 pg pour Texana. Le sous-genre Pétunioides possède un noyau 
plus petit que le sous-genre Rustica ; les quantités obtenues sont comprises entre 3,92 pg et 
4,95pg. Une quantité de 4,18 pg est obtenue pour N. bigelovii. N. debneyi G est le plus proche 
du tabac avec 4,95 pg. Une quantité de 4,02 pg est obtenue pour le N. bigelovii var. 
multivalvis alors que le N. bigelovii var. quadrivalvis a le plus petit contenu en ADN avec 
3,92 pg.  
Les résultats obtenus en cytométrie de flux sur les hybrides montrent une grande 
hétérogénéité. Les hybrides issus d’un même croisement peuvent avoir des contenus en ADN 
très différents.  
Les croisements avec le genre Rustica produisent des hybrides avec des noyaux riches en 
ADN, variant de 5,33 pg à 5,81 pg pour un hybride issu du croisement Brasilia G X Xanthi 
NC. Les croisements d’un tabac avec un Pétunioïde comme N. bigelovii var. multivalvis ou N. 
bigelovii var. quadrivalvis produisent en général des hybrides ayant des contenus plus faibles, 
compris entre 3,79 pg pour un hybride issu du croisement de N. bigelovii var. multivalvis par 
HDPB1063 et 5,26 pg pour un hybride issu du croisement de N. debneyi G x VD.  
Les hybrides issus du croisement de Brasilia G (Rustica) par Xanthi NC ou Texana (Rustica) 
par Chinensis ont une quantité d’ADN supérieure au plus élevé des deux parents. Les 
croisements issus de Chinensis par Texana sont plus hétérogènes, avec des contenus se 
rapprochant de Chinensis ou intermédiaires entre les deux parents. 
L’hybride issu du croisement de N. debneyi G par VTY8G1 a un contenu en ADN plus faible 
que les deux parents. Sur les douze hybrides issus du croisement de N. debneyi G par VD, 5 
ont un contenu en ADN plus fort que les deux parents, 4 un contenu plus faible, et 3 sont 
intermédiaires. Les croisements réalisés avec les N. bigelovii sont très hétérogènes, mais le 
contenu en ADN n’est jamais plus faible que les parents, sauf pour un hybride issu du 
croisement de N. bigelovii var. multivalvis et HDPB1063. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Figure 25 : profils AFLP de Xanthi NC (sous-genre Tabacum), Brasilia G (sous-
genre Rustica), et Debneyi G (sous-genre Pétunioïdes). Amorces E-AGG M-CAA. 
Les profils observés sont caractéristiques des espèces utilisées. Les pics en commun 
sont peu fréquents. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Figure 26 : profils AFLP de NRT et Brasilia G (sous-genre Rustica). Amorces E-
AAG M-CAA. Ces variétés ne sont pas polymorphes avec ce couple d’amorces 
AFLP. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Figure 27 : profils AFLP de N. bigelovii var. multivalvis, N. bigelovii var. quadrivalvis, et N. 
debneyi G. Amorces E-AGG M-CAA. N.b. var. quadrivalvis et N.b. var. multivalvis sont peu 
polymorphes entre eux (pointillés noirs) alors que N. debneyi G ne possède que quelques pics 
communs avec N.b. var. quadrivalvis et N.b. var. multivalvis (pointillés rouges). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 28 : profils AFLP de Texana (sous-genre Rustica), de Chinensis (sous-genre 
Tabacum), et de l’hybride F1 (Chinensis x Texana). Amorces E-AGG M-CAA. Le profil de 
l'hybride est identique à celui du parent femelle, Chinensis, à l’exception d’un pic signalé 
par une croix rouge. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 29 : hybride F1 issu du croisement de 
N. bigelovii var. multivalvis (sous-genre 
Pétunioïdes) et de VD (sous-genre Tabacum). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 30 : profils AFLP de N. bigelovii var. multivalvis (sous-genre Pétunioïdes), de 
VD (sous-genre Tabacum), et d’un hybride F1. Amorces E-AGG M-CAA. L'hybride 
possède des fragments provenant de N.b. var. multivalvis (croix rouges) et de VD (croix 
jaunes). 
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2.3 Marquage AFLP 
2.3.1 Profils AFLP obtenus sur les parents 
Afin de mieux évaluer l’apport des parents dans le génome de l’hybride supposé, des analyses 
AFLP ont été réalisées afin de visualiser la proportion de marqueurs spécifiques de chaque 
parent retrouvé dans l’hybride. 
Un à trois couples d’amorces ont été testés sur les parents et sur les hybrides: E-AGG/M-
CAA, E-AAG/M-CAA et E-AAG/M-CAC. Les analyses des parents montrent clairement que 
ces genres sont très polymorphes entre eux ; les profils obtenus sont très différents (fig. 25). 
Entre Xanthi NC (Tabacum), Brasilia G (Rustica) et N. debneyi G (Pétunioides), 5 à 7 pics 
sont communs sur la cinquantaine de pics amplifiés par AFLP et observés sur électrophorèse 
capillaire, ce qui représente environ 86 % de polymorphisme.  
Par contre, entre plantes du même genre, les profils sont similaires. Il n’y a par exemple pas 
de pic polymorphe avec le couple d’amorce E-AAG/M-CAC entre NRT et Brasilia G du 
sous-genre Rustica (fig. 26).
N. bigelovii var. quadrivalvis et N. bigelovii var. multivalvis sont proches dans le sous-genre 
Pétunioides avec 5 pics polymorphes sur 35 (couple E-AGG M-CAA, fig. 27). N. bigelovii 
s’en éloigne légèrement avec une dizaine de pics polymorphes par rapport aux deux 
précédents. N. debneyi G a quant à lui un profil différent de N. bigelovii var. quadrivalvis et 
N. bigelovii var. multivalvis (fig. 27), avec 4 pics communs. 
2.3.2 Profils AFLP obtenus sur les hybrides F1 
Les résultats obtenus sur les hybrides issus de croisements avec le sous genre Rustica ont tous 
un génome similaire au parent femelle : par exemple, pour Brasilia G X Xanthi NC, le profil 
de l’hybride est pratiquement identique à celui de Brasilia G. Les profils des hybrides issus 
des croisements de Texana X Chinensis et de Chinensis X Texana sont respectivement 
identiques au parent Texana et Chinensis (fig. 28). Ces observations évoquent le phénomène 
de parthénogénèse. Il s’avère que les plantes adultes sont morphologiquement conformes aux 
résultats obtenus par AFLP. 
Certains hybrides issus des croisements avec des Pétunioides semblent posséder les deux 
génomes parentaux avec additivité : des marqueurs spécifiques aux parents sont retrouvés 
chez les hybrides. C’est le cas pour les hybrides N. bigelovii var. multivalvis X VD (fig. 29 et 
fig. 30) et N. bigelovii var. multivalvis X BY02. Ces hybrides ont une morphologie proche des 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Figure 31 : hybride F1 issu du croisement de 
N. debneyi G (Pétunioïdes) et de VTY8G1 
(Tabacum). 
 
 
 
 
Figure 32 : Profils AFLP de N. debneyi G (Pétunioïdes), de VTY8G1 (Tabacum), et 
d’un hybride F1. Amorces E-AAG M-CAC. Des fragments provenant de N. debneyi 
G (croix rouges) ou de VTY8G1 (croix jaunes) sont observés chez l’hybride. 
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tabacs, sur une grande tige avec de larges feuilles, mais possèdent des fleurs blanches comme 
N. bigelovii var. multivalvis alors que les fleurs de tabac sont roses. Les hybrides résultants de 
N. bigelovii var. quadrivalvis X BY02, N. bigelovii var. quadrivalvis X VD et N. bigelovii var. 
quadrivalvis X VTY8G1 ont des feuilles semblables au tabac, mais la tige ne se développe 
pas.  
Enfin, le croisement N. debneyi G X VTY8G1 a produit un seul individu, d’aspect mixte et de 
grande taille (fig. 31 et fig. 32). Sa tige est fine et très ramifiée (tendance N. debneyi). Ses 
fleurs sont de petite taille (tendance N. debneyi) et de couleur rose (tendance N. tabacum). 
Des marqueurs spécifiques de chaque parent sont retrouvés chez l’hybride, en proportion 
équivalente.  
Un seul croisement ne produit pas d’hybride d’aspect mixte avec un parent du sous-genre 
Pétunioides. Les individus résultant du croisement de N. debneyi G X VD ont des profils 
AFLP identiques au parent du sous-genre Pétunioides, ici encore le parent femelle. Il ne s’agit 
donc pas d’hybrides. D’autre part, d’un point de vue morphologique, ces individus sont 
semblables à N. debneyi G à la taille adulte. 
2.4 Obtention de générations F2 ou backross à partir des hybrides F1 
Les hybrides F1 ont été choisis en fonction de trois critères pour la réalisation d’une 
génération F2 ou backross : 
- le contenu en ADN de l’hybride doit être intermédiaire entre les deux parents 
- des fragments AFLP appartenant aux deux génomes parentaux doivent apparaître 
dans le profil de l’hybride 
- l’hybride doit être d’aspect mixte, avec des caractères morphologiques rappelant 
ceux des parents. 
Des autofécondations et des backcross par le parent du sous-genre Tabacum ou Pétunioides 
ont été réalisées sur les hybrides F1 retenus. 
Les résultats sont décevants, comme il était à craindre avec ce type de croisement 
interspécifique. Les hybrides sont en effet tous stériles. Les fleurs avortent rapidement sur 
l’hybride N. debneyi G X VTY8G1. Sur les hybrides ayant N. bigelovii var. multivalvis 
comme parent, des capsules se forment. Elles gonflent normalement, puis deviennent 
irrégulières et rabougries. Elles restent en place de 1 à 2 semaines avant d’avorter. Après 
plusieurs tentatives de pollinisation, aucune capsule n’a pu être obtenue et aucun hybride n’a 
pu fournir de descendance F2 ou backcross. 
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3 Discussion 
Dans le genre Nicotiana, des hybridations entre N. tabacum et d’autres espèces ont été 
effectuées, et de nombreux cas de mortalité des graines ont été rapportés (Kostoff, 1930 ; 
Gerstel et al., 1979). Une étude génétique d’hybridation interspécifique suggère que le 
génome S de N. tabacum est responsable de la mortalité des hybrides (Inoue et al., 1996). 
Des graines aboutissant à des individus F1 viables ont pu être obtenues. Il est cependant peu 
surprenant qu’aucun hybride ne soit fertile, car d’après la bibliographie, il est très difficile 
d’obtenir une descendance : d’après Kostoff (1930), 1 à 2 hybrides sur 1000 seulement sont 
fertiles. Une étude a montré que le croisement de N. tabacum par N. bigelovii var. 
quadrivalvis pouvait produire de nombreux individus viables, mais aucun de fertile (Fardy et 
Hitier, 1945). Le nombre de chromosomes observés à la méiose est variable. Dès que ces 
hybrides sont doublés par traitement à la colchicine, la fertilité est restaurée et 60 % des 
graines obtenues produisent des individus. Un croisement entre N. tabacum (2n=48) et N. 
glutinosa (2n=24) a permis d’obtenir, après doublement spontané des chromosomes, un seul 
hybride fertile (2n=36) (Kung et al., 1975) sur près d’un millier d’individus stériles.  
Les principales raisons rapportées pour expliquer la stérilité des hybrides sont un appariement 
perturbé des chromosomes lors de la méiose, une répartition irrégulière et au hasard des 
chromosomes, et une production de gamètes non fonctionnels. Des croisements entre N. 
tabacum et N. glauca (2n=24) ont abouti à des hybrides amphihaploïdes (2n=36) stériles 
(Trojak-Goluch et Berbec, 2003 ; Berbec et Opoka, 1971), ainsi que des croisements entre N. 
tabacum × N. gossei (Palakarcheva et Dorossiev, 1992) et N. tabacum × N. rustica (Krusteva, 
1995). Des hybrides interspécifiques entre N. tabacum et N. sanderae possédant un phénotype 
intermédiaire ont été obtenus, mais ils étaient aussi stériles (Nikova et al., 2003). 
La fusion de protoplastes peut permettre d’obtenir des hybrides interspécifiques de tabac. Des 
hybrides entre N. tabacum et N. rustica, et N. tabacum et N. glauca, avec des phénotypes 
intermédiaires, ont été obtenus, mais la fertilité des ces hybrides somatiques amphidiploïdes 
est en général très réduite (Guozhang et al., 1989). Une étude visant à obtenir des hybrides de 
N. tabacum et N. megalosiphon ou N. rotundifolia par fusion de protoplastes a montré que des 
hybrides combinant les caractères des deux parents pouvaient être obtenus, avec des contenus 
en ADN très variés. Les hybrides ont été étudiés par AFLP et cytométrie de flux. Une 
élimination des chromosomes parentaux dans l’hybride de façon spontanée, au hasard et non 
spécifique d’une espèce a été montrée (Ilcheva et al., 2000, 2001).  
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Les résultats obtenus en cytométrie et en AFLP montrent des contenus en ADN très variables 
entre les espèces : bien que le nombre de chromosomes soit identique chez les espèces 
utilisées dans chaque sous-genre, les quantités d’ADN mesurées par cytométrie chez les 
parents sont différents, et très hétérogènes chez les hybrides, indiquant d’importants 
réarrangements chromosomiques. D’autre part, il semblerait que dans certains cas, en 
particulier avec les croisements de N. tabacum et N. rustica, la pollinisation ait stimulé la 
formation de graines sans qu’il y ait eu fécondation. De tels évènements ont pu avoir lieu 
lorsque les AFLP sur hybrides produisent des profils identiques au parent femelle, bien que la 
cytométrie n’indique pas de comportement haploïde des cellules de l’hybride. Des cas de 
doublements chromosomiques ont été rapportés, cet événement est pourtant rare (Clayton et 
al., 1967). Les évènements ayant abouti à cette situation restent inexpliqués. 
 
Des cas d’hybridations interspécifiques entre le tabac et des espèces voisines ont été 
rapportés, particulièrement pour l’introgression de résistances majeures dans le tabac. Il 
apparaît cependant que la translocation d’une résistance est un événement lié au hasard et 
pouvant apparaître avec une faible probabilité chez l’un des hybrides. Lors de l’étude du 
transfert de la résistance au mildiou depuis N. debneyi (Clayton, 1969), aucun appariement 
entre les chromosomes de N. debneyi et N. tabacum n’a été mis en évidence. 
Le passage en culture de tissus peut favoriser des évènements de recombinaison, mais rien ne 
démontre que ces introgressions soient dues à des recombinaisons entre les génomes ou à des 
translocations (Lewis, 2005). Cette faible recombinaison peut être un avantage dans certains 
cas, puisqu’elle a été exploitée à partir de cette même lignée NC152 pour introduire par 
transgénèse dans ce chromosome supplémentaire un bloc de gènes de résistance dont la 
propriété serait ensuite d’être transmise de façon stable, sans altérer le génome receveur 
(Lewis et al., 2001). 
4 Conclusion  
L’utilisation d’hybrides interspécifiques de tabac pour la réalisation d’une carte génétique 
semble donc inappropriée. Lorsque des hybrides fertiles sont obtenus, il ne peut s’agir que 
d’amphidiploïdes possédant les génomes complets des deux parents. Les amphidiploïdes ne 
présentent pas d’intérêt pour notre étude, car il n’y a pas ou très peu de recombinaisons entre 
les deux génomes initiaux, chacun se comportant indépendamment de l’autre à la méiose. La 
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recherche de polymorphisme n’est donc pas améliorée. Les cas de recombinaisons 
interspécifiques rapportés ont été exploités pour l’introgression de résistance chez le tabac, et 
il s’agit plus souvent de translocations au hasard ne concernant qu’une petite partie du 
génome que de véritables recombinaisons. 
 
L’étude séparée des deux génomes de N. tabacum a été envisagée, la construction de deux 
cartes séparées pouvant simuler le comportement amphidiploïde du tabac. La comparaison de 
séquences d’ADN simples copie du tabac avec celui de ses géniteurs diploïdes suggère que N. 
tabacum a été formé très récemment. Selon Okamuro (1985), les séquences simples copies 
des diploïdes ont évolué à la même vitesse dans les génomes parentaux que combinés chez 
l’hybride. Une option était de construire deux cartes génétiques, une pour N. sylvestris et une 
pour N. tomentosiformis. Cependant, des travaux réalisés par AFLP à l’ITB montrent que les 
deux ancêtres sont peu polymorphes entre variétés de la même espèce, sur les variétés dont 
nous disposions. L’idée de la construction de deux cartes séparées a par conséquent été 
abandonnée. Le problème lié au faible polymorphisme intraspécifique ne peut pas être résolu 
par l’utilisation de croisements interspécifiques d’espèces plus polymorphes.  
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CHAPITRE II : Recherche de polymorphisme AFLP dans une population 
représentative des variétés utilisées en sélection à l’ITB 
 
1 Etude de 92 variétés de tabac en collection à l’ITB 
Une approche alternative au croisement interspécifique doit être envisagée : l’étude de la 
variabilité intraspécifique de tabacs de l’ITB doit permettre d’identifier le polymorphisme 
existant entre les accessions disponibles. Quatre vingt douze variétés de divers types 
(Virginie, Burley, Brun et Orients), d’origines variées et possédant des réponses différentes 
face aux pathogènes les plus présents en France vont être étudiées. Cette étude de diversité 
génétique doit permettre de choisir les variétés les plus éloignées phénotypiquement et 
génétiquement, afin de les croiser pour obtenir la population en ségrégation nécessaire à la 
cartographie génétique. De plus, l’utilisation de variétés ayant un fond génétique commun 
avec les tabacs commerciaux doit faciliter une étude de QTLs, en relation avec les qualités 
que les programmes d’amélioration variétales tentent d’introgresser dans les tabacs modernes. 
Cet article a été soumis à Theor. Appl. Genet. au mois de décembre 2004, et a fait l’objet 
d’une demande de modification fin avril 2005. L’article a été accepté le 29 septembre 2005.  
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Abstract  Amplified fragment length polymorphism (AFLP) was conducted on a set of 92 
Nicotiana tabacum L. accessions from diverse types (flue-cured, dark air-cured, burley, 
oriental, and cigar wrapper) and breeding origins to identify markers associated with disease 
resistances. Eleven primer combinations were required to identify 33 polymorphic fragments. 
This allowed the identification of 92% of these accessions, and yielded sufficient information 
for building a neighbor joining tree. Clusters of accessions with common traits or breeding 
origins were observed. An important part of this polymorphism could be related to 
interspecific introgressions from other Nicotiana species, performed during the breeding 
history of N. tabacum to confer resistance to pathogens. Seven fragments were associated 
with three different resistances: two for the blue-mold (Peronospora tabacina Adam) 
resistance derived from Nicotiana debneyi Domin, two for the Va gene (Potato Virus Y 
susceptibility), and three for the black root rot (Chalara elegans) resistance of N. debneyi 
origin. Some of these markers were converted into sequence characterized amplified region 
markers, and validated on recombinant inbred lines or doubled-haploid lines. 
Keywords  Nicotiana tabacum - AFLP - Blue mold - PVYN  - Black root rot - SCAR markers 
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Abstract 
 
Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) was conducted on a set of 92 Nicotiana tabacum L. 
accessions from diverse types (flue-cured, dark-air cured, burley, oriental and cigar wrapper) and breeding 
origins to identify markers associated to disease resistances. Eleven primer combinations were required to 
identify thirty-three polymorphic fragments. This allowed the identification of 92 % of these accessions, and 
yielded sufficient information for building a neighbour joining tree. Clusters of accessions with common traits or 
breeding origins were observed. An important part of this polymorphism could be related to interspecific 
introgressions from other Nicotiana species, performed during the breeding history of N. tabacum to confer 
resistance to pathogens. Seven fragments were associated with three different resistances: two for the blue mold 
(Peronospora tabacina Adam) resistance derived from Nicotiana debneyi Domin, two for the Va gene (Potato 
Virus Y susceptibility) and three for the black root rot (Chalara elegans) resistance of N. debneyi origin. Some 
of these markers were converted into SCAR (Sequence Characterized Amplified Region) markers and validated 
on recombinant inbred lines (RILs) or doubled haploid (DH) lines. 
 
Key words: Nicotiana tabacum, AFLP, blue mold, PVYN, black root rot, SCAR markers 
 
Introduction 
 
Tobacco, the most important non-food crop grown world-wide (Tso 1990), is also an 
intensively studied model for plant biology. Commercial tobacco cultivars belong to the 
species Nicotiana tabacum, an allotetraploid (2n=48) thought to have arisen from inter-
specific hybridization between Nicotiana sylvestris (2n=24, sub-genus Petunioides, section 
Alatae) and Nicotiana tomentosiformis (2n=24, sub-genus Tabacum, section Tomentosae) 
(Matassi et al. 1991).   
RAPD and AFLP polymorphism was readily found among species of the sub-genus 
Tabacum, but most of the corresponding markers failed to show such polymorphism within 
the species N. tabacum (Del Piano et al. 2000; Ren and Timko 2001; Rossi et al. 2001). Using 
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RAPD on N. tabacum, the general experience is that less than one polymorphism is revealed 
for every 10 decamer primers tested (Wernsman 1999). Consequently, polymorphic molecular 
markers within N. tabacum are scarce, when compared to other plants such as tomato or 
cowpea (Saliba-Colombani et al. 2000; Ouedraogo et al. 2002). No complete genetic map of 
the N. tabacum genome could be proposed so far. 
This apparent lack of molecular diversity could be related to the low genetic diversity 
that is suspected within the N. tabacum germplasm. Tobacco evolved under a highly self-
pollinated reproductive mode. Prior to the 20th century, early selection may have led to the 
differentiation into the main tobacco types, a process during which only a few genotypes 
became the progenitors of most of the modern cultivars (Wernsman 1999). 
 A major incentive for creating new N. tabacum cultivars came from the need to 
control epidemic tobacco diseases. Consistent with the low genetic diversity hypothesis, it 
soon became apparent that only a few resistances to the main diseases could be found within 
N. tabacum.  
This situation is illustrated by the blue-mold disease caused by the oomycete 
Peronospora tabacina Adams. Essentially no N. tabacum accession was found to be resistant, 
and considerable effort has been devoted to transferring resistance from several Australian 
Nicotiana species (Rufty 1989). Partially resistant cultivars were developed from two sources: 
Bel 61-10, which likely inherited its resistance from N. debneyi, and Ovens 62, derived from 
crosses involving Nicotiana goodspeedii and Nicotiana velutina (Wark 1963).  
Soil-borne diseases of tobacco are also a major concern, among which the black root 
rot disease caused by the fungus Chalara elegans (C. elegans Nag Raj and Kendrick; syn. 
Thielaviopsis basicola [Berk. and Broome] Ferraris). The complete immunity to black root rot 
found in N. debneyi was successfully transferred to N. tabacum (Clayton 1969) leading to the 
line Br-RMW. 
Another important tobacco pathogen in Europe is the Potato Virus Y necrotic strain 
(PVYN). Within N. tabacum, partial resistance is conferred by a single recessive factor called 
va, assigned to chromosome E (Gupton and Burk 1973; Yamamoto 1992). 
In all the above examples, adverse effects on tobacco leaf quality due to the resistance 
genes themselves or to linked genetic factors have been reported or suspected (Legg et al. 
1981, Wernsman 1999). Genetic markers in close association with resistance genes would 
provide valuable tools for rapid identification of superior resistant lines with high quality 
traits.  
Currently, several markers linked to tobacco resistance genes have been proposed. 
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RAPD markers linked to the black root rot resistance factor (Bai et al. 1995), to the “va” gene 
(Nogushi et al. 1999) or to the “Ph” gene conferring resistance to the black shank disease 
(Johnson et al. 2002) were obtained. The root-knot nematode resistance gene “Rk” has been 
mapped using RAPD markers (Yi et al. 1998). A QTL explaining 34 % of the variance in 
resistance to the bacterial wilt disease has been found using AFLP (Nishi et al. 2003).  
The majority of these markers were obtained with RAPD, and compared to AFLP, the 
transfer of this method between laboratories is not always successful (Jones et al. 1997). The 
goal of this study was to develop reliable markers, linked to the resistances to blue-mold, 
black root-rot or PVYN, the main tobacco diseases in Europe. In order to increase the chances 
to find some polymorphism, AFLP was assessed on a set of 92 N. tabacum accessions, that 
are particularly representative of the germplasm base for tobacco breeding. This set comprises 
all tobacco types (flue-cured, burley, dark air-cured, cigar wrapper, oriental), recent and 
antique cultivars, and is also balanced for the presence or absence of resistance genes to the 
three target diseases. Association of AFLP markers with one of the three resistance traits was 
first assessed within the collection, then validated in specific segregating populations. 
 
Materials and methods 
Plant material 
The 92 N. tabacum accessions included 76 inbred lines maintained in the Altadis-ITB 
germplasm collection (Delon et al. 1999), and 16 F1 hybrids representative of cultivars 
currently grown in France (Table 1). The different tobacco types are represented (flue-cured, 
burley, dark air-cured, oriental and cigar wrapper) from several origins. Thirty one are black 
root rot resistant, 44 are PVYN resistant and 13 are blue mold resistant.  
The first segregating population used consisted in F6 RILs obtained by random single seed 
descent from the original cross 4K78-5 x ITB32 (Table 1). 4K78-5 is susceptible to PVYN 
and black root rot, whereas ITB 32 possesses the “va” gene conferring resistance to PVYN 
and the black root rot resistance factor from N. debneyi origin. The SCAR markers linked to 
PVY resistance and black root rot resistance were assessed on 103 and 109 F6 RILs 
respectively.  
The second segregating population consisted in doubled-haploid (DH) lines derived from the 
F1 BB16 x TN86 (Table 1) using the anther culture method (Nakamura 1974). While TN86 is 
susceptible to P. tabacina, BB16 possesses the resistance factors inherited from Bel 61-10. As  
 
 
 3
  Chapitre II / Article 1 
a preliminary experiment, the SCAR marker associated with P. tabacina resistance was 
assessed on 17 DH lines. 
 
Evaluation of pathogen resistance 
 
PVYN resistance  
Leaves from a susceptible (VaVa) plant infected with a PVYN strain belonging to pathotype 2 
(Blancard et al. 1995) were crushed in a mortar. For 1 g of fresh leaf, the sap was diluted into 
4 ml of Na2HPO4 (0.3 mol. l-1) + DIECA (2 g.l-1) + 0.3 mg carborundum. This inoculum was 
gently rubbed on two leaves of four week-old tobacco plants grown in a temperature 
controlled greenhouse (18-23°C) under natural light. For each inbred line, 12 plants were 
inoculated. Approximately three weeks after inoculation, mosaic (vein clearing, vein 
yellowing, vein mottling or chlorotic spots) and necrotic (vein necrosis, stalk necrosis) 
symptoms were examined. Resistant plants do not express necrotic symptoms in these 
conditions, but may display some mosaic symptoms. The number of plants expressing 
necrotic symptoms was counted. Lines were assumed to be resistant when none of the plants 
expressed necrotic symptoms, susceptible when every plant expressed necrotic symptoms, 
and otherwise segregating. Resistant (PBD6, ITB32, TN86) and susceptible (BB16, ITB30, 
4K78) controls were replicated at regular intervals within the tests to allow for visual 
comparison.  
   
P. tabacina resistance 
After growth in a pathogen-free environment, five week-old plants were transplanted into a 
ventilated greenhouse, approximately 4 weeks before climatic conditions became favorable to 
P. tabacina, with temperatures ranging between 18 and 25°C. High relative humidity could be 
maintained with the use of an automated irrigation system. A natural P. tabacina epidemic 
occurred, and plants were individually scored for resistance using a scale from 0 (resistant) to 
9 (highly susceptible) based on visual assessment of the leaf surface affected by chlorotic 
spots due to colonization by the pathogen. For evaluating the 17 DH lines, as well as resistant 
(Bel 61-10, Ovens 62) and susceptible (P48) controls, three replicates of 5 individual plants 
each were grown.  
 
Black root rot resistance 
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A virulent culture of C. elegans isolated from tobacco plants grown in France was used as the 
inoculum source. Petri dishes (50 mm diameter) were filled with a substrate made from an 
inoculum solution (1.106 conidia/ml) mixed with silica (60 ml/100 g). Fifty seeds were 
germinated for each inbred line. Controlled conditions were applied for germination (14 hours 
of light at 26°C, 10 hours of night at 23°C, for 8 days) and growth (14 hours of light at 21°C, 
10 hours of night at 16°C, for 10 days). At 18 days, seedlings were examined under a 
binocular microscope (x 40). In these conditions, plants harboring the N. debneyi resistance 
can be easily recognized due to the absence of black lesions on roots, with no visible 
chlamydospores. Visual examination of all young plants allows a direct assignment of lines to 
one of the three categories: resistant, segregating or susceptible. Resistant (ITB32, TN86) and 
susceptible (4K78, BB16) controls were introduced in each test.  
 
Markers development and analysis 
DNA extraction  
Total genomic DNA was isolated from 100 mg of leaf material with a DNeasy Plant Mini Kit 
from Qiagen. DNA concentration and purity was estimated spectrophotometrically at 260 nm 
(Genequant, Pharmacia Biotech). 
 
AFLP analysis  
AFLP (Vos et al. 1995) was performed with the AFLP Analysis System I kit (Invitrogen), 
with some modifications: restriction enzyme digestion was performed at 37°C overnight. In 
the selective amplifications, EcoRI primers were 5’ end-labeled with 6-FAM, TET or NED 
fluorochromes. Samples were analyzed via capillary electrophoresis on a ABI 310 Genetic 
Analyzer (Applied Biosystems) and data were treated with Genescan software. AFLP 
fragments were treated as separate characters and scored for presence (1) or absence (0) of 
polymorphic bands in each of the 92 entries. Fragment sizes smaller than 60 bp were less 
reproducible and were therefore omitted from the analysis. 
 
Gel electrophoresis for AFLP markers isolation  
Amplification products were mixed with an equal volume of loading buffer denatured and 
analyzed on a 6% denaturing polyacrylamide gel at constant power (55 W, 2500 V, 50 mA) 
for 2 hours. The gel was stained with the Silver Sequence DNA Sequencing System from 
Promega (Madison, WI). 
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Generation of SCAR markers  
AFLP fragments of interest were cut from the polyacrylamide gel, and the piece of gel used as 
a template for PCR. Size of amplification products were checked on a 1.8 % agarose gel. The 
DNA band was cut from the agarose gel, purified using the Gel Agarose Purification Kit from 
Qiagen and cloned into the pCR4-TOPO Vector (Invitrogen TOPO TA Cloning Kit for 
Sequencing). Plasmids were purified with Qiaprep-spin Plasmid Miniprep Kit from Qiagen. 
Sequencing reactions were performed using the Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready 
Reaction Kit v1.1 (Applied Biosystems). The sequencing reaction was purified by ethanol 
precipitation and resuspended in formamide. Sequences were read on ABI 310 Genetic 
Analyzer (Applied Biosystems) with Sequencing Analysis software. Specific primers were 
designed from the sequence of each AFLP fragment with Primer Express software (Applied 
Biosystems). SCAR PCR consisted of 35 cycles of 30s at 94°C, 45s at melting temperature, 
and 1 min at 72°C, with a final extension at 72 °C for 5 min. 
 
Data analysis 
 
Neighbour joining tree building  
Genetic distances were calculated using the software FreeTree (Pavlicek et al. 1999, available 
via http://www.natur.cuni.cz/~flegr/freetree.htm) using the Sokal and Sneath 3 coefficient 
(Sneath and Sokal 1973). Cluster analysis and elaboration of dendrogram showing phenetic 
relationships between individuals were performed using the neighbor joining tree construction 
method (Saitou and Nei 1987). Dendrograms were viewed in Tree View 1.5 (Page 1996, 
available via http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/rod.html). We used OTU (Operational 
Taxonomic Units)-based jackknifing, which differs from standard jackknifing by random 
skipping of taxa instead of skipping fragments. The result of the method determines whether 
skipping of some taxon can change the topology of other branches. The number of skipped 
taxa in OTU-based jackknifing was fixed to 5, with 1000 resamplings. 
 
Association between AFLP candidate markers and the resistances 
In order to test the hypothesis of gametic disequilibrium at two loci, only the 76 inbred lines 
have been considered. Data concerning presence-absence of a major disease resistance gene 
are those found in table 1. The chi-square statistic (Weir 1996) was computed using the 
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software STATGRAPHICS Plus 5.0 (©Statistical Graphics Corp, available via 
http://www.sigmaplus.fr).  
 
Resistance tests and segregation distortion analysis   
For blue mold, individual plant scores were subjected to general linear regression on the 
following model: Score = constant term + block effect + SCAR marker effect + DH line 
(nested within SCAR marker) effect + residual (STATGRAPHICS Plus 5.0). 
Chi-square tests were used in analyses of the inheritance of resistances, the SCAR markers, 
and their linkage. Segregating lines were discarded from the SCAR marker analysis for black 
root rot and PVYN analysis. 
 
Linkage analysis 
The genetic linkage between SCAR markers and disease resistance trait as well as the genetic 
distances were assessed by Mapmaker 3.0b software (Lander et al 1987). Linkage was 
considered significant with a LOD score value above 5.0 and a distance below 40 cM. 
Recombination fractions were converted into Kosambi centimorgans (cM). 
 
Results 
Evaluation of AFLP primer combinations 
Preliminary AFLP assays were performed on three lines: PBD6 (dark air-cured type), ITB32 
(flue-cured type) and BB16 (burley type). All 64 primer combinations provided in the 
Invitrogen AFLP kit were tested. An average of 48 fragments was produced per primer 
combination, with sizes ranging from 80 bp to 450 bp. Forty-one combinations generated 
polymorphic fragments, from 1 to 6 per combination. A total of 77 fragments out of 1970 (3.4 
%) were polymorphic. Polymorphism ranged from 1.5% to 12.1% depending on primer 
combination. Primers E-AAG and E-AGG combined with the 8 M-CXX primers produced 
half of the polymorphic fragments (38 markers out of 77). These preliminary assays allowed 
us to determine the most efficient primer combinations: E-AGG/M-CAA, E-AGG/M-CAC, 
E-AGG/M-CTC, E-AAG/M-CAA, E-AAG/M-CAG, EAAG/M-CAC, E-ACG/M-CAG, E-
ACG/M-CTT, E-ACC/M-CAA, E-ACC/M-CTA, E-ACA/M-CTA. 
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Analysis of the AFLP polymorphism 
The 11 most informative AFLP combinations were used to analyze the genetic diversity of the 
92 tobacco accessions. A total of 524 fragments were amplified, of which 6.3% were 
polymorphic. An average of three polymorphic markers per primer combination was obtained. 
Thirty-three polymorphic markers were selected among the most reliable (Table 2). Size of 
polymorphic fragments ranged from 65 to 360 bp. In 4 cases, two accessions showed the same 
profile: BelB and BelW3, ITB503 and ITB218, ITB30 and Islangold, and Meteores and 
Kabakoulak, respectively.  
 Construction of the NJ tree illustrated in Figure 1 showed 5 main clusters.  
A clear relationship between the structure of the NJ tree and disease resistances or tobacco 
types could be observed (Figure 1 and Table 1). Blue mold resistant entries were found 
mainly in clusters 1a (resistance from Bel 61-10), and 5b (resistance from Ovens 62).  All 
black root rot resistant entries (resistance from N. debneyi through Br-RMW) were found in 
cluster 4, the only exception being ITBBR3, found in cluster 1a. PVYN resistant entries, 
homozygous for the “va” factor, appeared mainly in clusters 1a, 4 and 5.  
Oriental tobacco types were grouped exclusively in cluster 2. Dark air-cured and burley were 
found in different clusters. Cluster 3, however, was mostly flue-cured. Subdivisions of cluster 
4 were matching combinations of tobacco types and reaction to PVYN: 4a and 4b grouped 
burley types, PVYN resistant in 4a, and susceptible in 4b. Similarly, 4c and 4d were made of 
flue-cured entries, PVYN resistant in 4c, and susceptible in 4d. 
 These results prompted us to study the degree of information that each marker carried 
with respect to tobacco type or disease resistance. No tobacco type could be identified by a 
single marker. However, some types contained some markers at higher frequency. For 
example, AGG/CAA.6 was found in all dark air-cured and oriental types but not in burley and 
flue-cured types. ACC/CAA.5 was found only in flue-cured types, although some flue-cured 
types lacked it. On the contrary, ACA/CTA.2 and ACC/CTA.1 were often absent in flue-
cured types. ACC/CTA.1 was present in all dark air-cured, burley and oriental types. Some 
markers were specific to a limited number of cultivars: AGG/CAA.5 was specific to BY21. 
AAG/CAA.6 was specific to Xanthi and Xanthi NC. ACC/CAA.3 was specific to Samsoun 
H.  
There was a high degree of coincidence between some markers and disease resistances 
(Table 3). This involved 7 markers out of the 33. Three showed some coincidence with the 
black root rot resistance of N. debneyi origin (ACG/CAG.4, AAG/CAA.3 and AAG/CAG.5), 
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two with the Va gene conferring PVYN susceptibility (ACC/CAA.1 and ACC/CAA.6, Figure 
2), and two with the blue mold resistance (AGG/CAA.7 and AGG/CAC.8). The most 
coincident AFLP fragments could be cloned to generate SCAR markers: AAG/CAG.5, 
AGG/CAA.7, and ACC/CAA.6. 
 
SCAR marker linked to black root rot resistance 
 
A SCAR marker derived from the AAG/CAG.5 fragment, Chal1-2, was obtained. Primers 
designed for direct PCR amplification are given in Table 4. Among the 109 RILs, 71 were 
assessed as susceptible, 3 as segregating and only 35 as resistant, showing a segregation 
distortion for the black root rot resistance factor (Table 5). The SCAR marker was found in all 
resistant and in only one susceptible line (Table 6). The genetic distance between chal1-2 and 
the resistance factor was assessed to be 1 cM, but this could be under estimated due to the 
segregation distortion.  
 
SCAR marker linked to blue mold resistance 
AGG/CAA.7 has been found indifferently in lines inheriting P. tabacina resistance from 
Ovens 62 or from Bel 61-10. A SCAR marker, Mil275, was obtained (Table 4). Among the 
17 DH lines derived from the F1 cross BB16 x TN86, 11 expressed a high level of resistance 
(blue mold score<3), comparable to the resistant control Bel61-10, and the remaining six 
displayed various degrees of susceptibility (Fig. 3). Mil275 could only be amplified in 
resistant lines. The presence of the marker is closely related to the blue-mold scores (F test 
significant at the 0.00001 type I risk level), but statistically significant differences for the 
reaction to P. tabacina also existed between DH lines that do not possess the marker. 
Results of this preliminary experiment suggested a link between the SCAR marker and a 
major QTL for resistance, and also suggested that additional genetic factors modulated the 
expression of susceptibility. 
 
SCAR marker linked to PVY susceptibility 
A SCAR marker derived from ACC/CAA.6, PVYME1, was obtained (Table 4). In the 103 
RILs, the va gene segregated according to Mendelian rules (54 were resistant, 5 were 
segregating and 44 were susceptible, Table 5). No segregation distortion was observed for the 
SCAR marker. Independence between PVYME1 and Va was rejected by the Chi-square test 
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(Table 6). Presence of recombinants, however, suggested that the marker was not closely 
linked with the Va locus. The distance between PVYME1 and Va was estimated as being 5.1 
cM. 
 
Discussion 
Breeding origins and population structure  
 
Breeding programs for combinations of disease resistances used some of the 92 
studied accessions. Consequently, links exist between disease resistance traits and genetic 
backgrounds, in each of the 5 clusters: 
In cluster 1, eleven of the 15 entries share lines Bel 61-10, Burley 21 and the cultivar 
Paraguay in their pedigree. In cluster 2, eight of the 12 accessions are inbred lines obtained by 
selfing open pollinated oriental varieties from Greece or Turkey, likely to come from a 
common genetic background. Cluster 3 groups flue-cured cultivars from different breeding 
programs (Table 1, bottom), but exchange of material between these programs has been 
intense. Similarly, a substantial number of entries in cluster 4 comes from the Altadis-ITB 
breeding program developed for the European crop. Finally, in cluster 5, most entries are lines 
obtained from antique open-pollinated cultivars, of European origin (Table 1).  
Due to this, direct association tests to reveal linkage between the resistance factors and 
AFLP markers could have been misleading. Statistical methods to account for the structure of 
the population (Thornsberry et al. 2001) could be used to resolve this difficulty. However, the 
relatively low number of polymorphic markers (33), and the fact that 7 of them were highly 
coincident with diseases resistances, prompted us to check the genetic links through the use of 
of RIL or DH lines. This approach could only be achieved with the SCAR markers on the 
available populations of DH or RIL lines. 
 
AFLP polymorphism and Nicotiana debneyi derived disease 
resistances 
Detailed origins of some lines strongly suggest that N. debneyi-derived disease 
resistances are the primary determinants of clusters 1 and 4, rather than the breeding origins. 
A common breeding approach is to introgress a disease resistance factor from a donor into a 
recipient line, in view of obtaining a new resistant line with a phenotype as similar as possible 
to the recipient. In all examples using N. debneyi derived resistances, the new line has been 
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classified into the same cluster as the donor, and the recipient appears in another cluster. 
Resistances derived from N. debneyi seem therefore linked to DNA fragments that generate a 
significant part of the AFLP polymorphism considered here, with a minimal impact on 
phenotypic traits that are not related to disease resistances. 
Concerning the black root rot disease, resistant cultivars TN86 and TN90 originate 
from one back-cross to the susceptible line Burley 21 (Miller 1991). Despite their similarity to 
Burley 21, they are classified in sub-cluster 4a, whereas Burley 21 appears in 1b. Similarly, 
the resistant cultivar ITB 32 comes from 72C18 (resistant) x VD (susceptible), and appears in 
cluster 4, close to 72C18, whereas VD is in 5a. In a further breeding cycle, ITB32 was crossed 
to lines from cluster 3 (K399, K326…), which present desirable traits but lack the resistance. 
Resistant cultivars (ITB 620, ITB 30808…) with desirable phenotypes were obtained, but 
irrespective of their phenotype, they all appear in cluster 4, together with the resistant donor 
ITB32. 
Parallel observations can be made for the blue mold resistance: PBD6 comes from 
Paraguay P48 (susceptible) x Bel 61-10 (resistant). Considerable care has been devoted to 
obtaining a similar phenotype to Paraguay P48, that expresses the blue-mold resistance from 
Bel61-10 (Schiltz 1967). Despite this, PBD6 appears close to the resistant donor Bel 61-10 in 
cluster 1a, whereas P48 is in 5a. The same occurs with the flue-cured cultivar Perevi, which 
originates from VD (susceptible) x Bel 61-12 (resistant), a sister line to Bel 61-10. Despite 
phenotypic similarity to VD, Perevi appears in 1a with Bel61-10, whereas VD is in 5a. 
 Introgressions bearing blue mold and black root rot resistances were obtained in 
separate breeding programs. Data suggest that they have affected independent parts of the 
genome, thus creating separate clusters in the NJ tree. Pyramiding both resistances in the 
same genotypes could be achieved by using classical breeding methods, as illustrated by the 
recent cultivars ITB BY11, ITB 509 and ITB BR3.  
In the particular case of the black root rot resistance, increased polymorphism due to 
the high diversity of DNA sequences between the alien transfer and the corresponding host 
chromosomal segment have been reported (Bai et al. 1995). Another observation that fits with 
this model is the segregation distortion, in favor of the N. tabacum segment conferring 
susceptibility that was observed within the RILs.  
 Concerning the blue mold resistance, no such distortion could be observed. Recent 
results showed Mendelian segregations for the SCAR marker Mil275 (data not shown). A 
higher degree of integration into the N. tabacum genome than for the black root rot resistance 
may therefore be hypothesised.  
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 In a former work (Milla 1998), most of the RAPD markers linked to the Ovens 62 (N. 
goodspeedi origin) resistance were also present in Bel 61-10 (N. debneyi origin). This study 
comes to a similar result. It has been suggested previously that a single gene conditioning 
adult plant resistance to blue mold had been incorporated at the same N. tabacum 
chromosomal position, after introduction from either N. debneyi or N. goodspeedi (Wark 
1963). To confirm the N. debneyi origin of the marker, AFLP and SCAR markers were 
assessed on one accession of N. debneyi (data not shown). The AFLP marker was not 
amplified, but the SCAR marker was present, which may be consistent with the N. debneyi 
origin or the marker. Some minor modifications in the introgressed sequence could have 
altered enzyme specific recognition site in the AFLP method. 
 
AFLP polymorphism and tobacco types  
Evidence of separation between types is provided by this study. Cluster 2 groups all 
oriental types studied here. When considering burley and flue-cured, there is some degree of 
separation, but no complete congruence with clusters of the NJ tree. This may be due to 
disease resistances, closely related to 7 markers, and which have been introgressed into both 
of these types. Therefore, separation between these types is clearer when considering an 
homogeneous set of accessions for introgressed resistances, as can be seen in cluster 4. 
The fact that cluster 2 also harbours some dark types or cigar wrapper types (Bel B, 
Bel W3, Habana Cubano Q, CC4 = Criollo Correntino) could be related to common 
morphological and physiological characteristics (plant shape, high trichome secretions with 
the presence or methyl-valeric acids that are absent or lower in burley and flue-cured), and 
raises the question of a possible common origin. Interestingly, in an earlier study Ren and 
Timko (2001) also found some degree of relation between oriental accessions and dark types. 
 
Efficiency of AFLP in identifying markers using a diversified set of 
N. tabacum accessions 
Markers linked to three disease resistances originating from introgressions or from 
deletions (PVYN resistance: Noguchi et al. 1999) were simultaneously detected by AFLP. 
Eleven primer combinations identified 33 polymorphic fragments, among which 7 were 
linked to three different disease resistances. Three were successfully converted into SCAR 
markers. Linkage between SCAR markers and PVY and black root rot resistance genes could 
be validated in RILs populations. This may be related to the occurrence, among the 92 
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accessions, of several sets of genetically related cultivars that were differing for resistances.  
In a similar way, a preliminary experiment on DH lines tends to confirm the linkage between 
a marker and the blue mold resistance factor. The efficiency of this process is noteworthy, 
when compared to the high number of RAPD primers that had to be screened to reveal 
associations with the same resistance factors. For example, 700 decamers were screened to 
find markers linked with the black root rot resistance (Bai et al. 1995). This process is actually 
renewed with another set of cultivars. AFLP markers associated with resistances obtained 
from others interspecific crosses, such as cyst nematode (Globodera spp) and black shank 
(Phytophthora parasitica var. nicotianae) are under identification. 
Assessing polymorphism on a set of diverse cultivars has been used to find 
associations with important phenotypic traits: seed coat color in Brassica juncea (Sabharwal 
et al. 2004), yield and yield stability in barley (Kraakman et al. 2004), biotic and abiotic stress 
tolerance in barley (Ivandic et al. 2003). When considering that not only disease resistances, 
but also tobacco types or the leaf chemical composition, could be related at least partially to 
some markers found in this study, this type of approach seems promising for N. tabacum. 
Further developments will be facilitated by association mapping methods that account for the 
parentage of the accessions from the reference population (Thornsberry 2001).  
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Table 1:  N. tabacum lines and hybrids, classified as determined in Figure 1. 
No. Cluster Name Typef Hybrid/ Line TD a va va b PB c PO d Origin e
8 1 Maryland 872 DAC Line 0 0 0 0 U.S.A. 
2 1a Bel 61-10 DAC Line 0 0 1 0 Beltsville 
10 1a PBD6 DAC Line 0 1 1 0 ITB 
11 1a ITB1000 DAC F1 hybrid 0 1 1 0 ITB 
12 1a ITBBR3 DAC F1 hybrid 1 1 1 0 ITB 
14 1a ITBBR5 DAC F1 hybrid 0 0 1 0 ITB 
16 1a LAP41 DAC Line 0 1 1 0 ITB 
18 1a BB16 Bey Line 0 0 1 0 ITB 
19 1a BB16NN Bey Line 0 0 1 0 ITB 
41 1a LAP57 Bey Line 0 1 0 0 ITB 
91 1a Perevi FC Line 0 1 1 0 LFPF 
17 1b Chemical Mutant DAC Line 0 0 0 0 Australia 
20 1b BY21 Bey Line 0 0 0 0 Beltsville 
21 1b BY21 LA Bey Line 0 0 0 0 Ky 
56 1b BRV31 FC Line 0    ISSPC 
3 2 Criollo Correntino DAC Line 0 0 0 0 Argentina 
71 2 Samsoun OR Line 0  0 0 Turkey 
72 2 Samsoun H OR Line 0  0 0 Turkey 
73 2 Xanthi OR Line 0  0 0 Greece 
74 2 Basma Drama OR Line 0  0 0 Greece 
75 2 Izmir OR Line 0  0 0 Turkey 
76 2 Meteores OR Line 0  0 0 Greece 
77 2 Kabakoulak OR Line 0  0 0 Greece 
78 2 Xanthi NC OR Line 0  0 0 Greece 
79 2 BelB CW Line 0  0 0 Beltsville 
80 2 BelW3 CW Line 0  0 0 Beltsville 
81 2 Havana Cubano Q DAC Line 0  0 0 Carribean 
27 3 White Burley Bey Line 0 0 0 0 INAC 
90 3 Delgold FC Line 0 0 0 0 AC 
40 3a G94-2 Bey Line 0 1   IST 
60 3a K326 FC Line 0 0 0 0 GL 
61 3a K394 FC Line 0 0 0 0 GL 
62 3a NC 95 FC Line 0 0 0 0 NCSU 
63 3a NC 2326 FC Line 0 0 0 0 NCSU 
64 3a K399 FC Line 0 0 0 0 GL 
65 3a MN944 FC Line 0 0 0 0 U.S.A. 
66 3a Kutsaga 51E FC Line 0 0 0 0 Zim 
67 3a Coker 86 FC Line 0 0 0 0 U.S.A. 
69 3a Speight G28 FC Line 0 0 0 0 SP 
84 3a LAFC53 FC Line 0 0 0 0 Zim 
92 3a 4K78 FC Line 0 0 0 0 ITB 
48 3b ITB30 FC Line 0 0 0 0 ITB 
49 3b ITB3413 FC F1 hybrid 0 0 0 0 ITB 
59 3b ITBVIR17 FC F1 hybrid 0 0 0 0 ITB 
68 3b NC13 FC Line 0 0 0 0 U.S.A. 
83 3b TB22 FC Line 0 0 0 0 Zim 
89 3b Islangold FC Line 0 0 0 0 AC 
26 4a ITB44-90 Bey Line 1 1 0 0 ITB 
30 4a ITB501 Bey F1 hybrid 1 1 0 0 ITB 
31 4a ITB502 Bey F1 hybrid 1 1 0 0 ITB 
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32 4a ITB503 Bey F1 hybrid 1 1 0 0 ITB 
33 4a ITB509 Bey F1 hybrid 1 1 1 0 ITB 
35 4a ITB2604 Bey F1 hybrid 1 1 0 0 ITB 
36 4a ITB218 Bey Line 1 1 0 0 ITB 
37 4a ITBBY10 Bey Line 1 1 0 0 ITB 
38 4a TN86 Bey Line 1 1 0 0 TN 
39 4a TN90 Bey Line 1 1 0 0 TN 
42 4a ITBBY11 Bey Line 1 1 1 0 ITB 
43 4a ITBBY12 Bey Line 1 1 0 0 ITB 
86 4a Vty8G1 FC Line 1 1 0 0 ITB 
4 4b Kentucky170 DAC Line 1 0 0 0 Ky 
5 4b Kentucky170R DAC Line 1 0 0 0 Ky 
23 4b Kentucky17 Bey Line 1 0 0 0 Ky 
34 4b ITB2204 Bey F1 hybrid 1 0 0 0 ITB 
44 4c ITB3304 FC F1 hybrid 1 1 0 0 ITB 
46 4c ITB30804 FC F1 hybrid 1 1 0 0 ITB 
47 4c ITB30808 FC F1 hybrid 1 1 0 0 ITB 
50 4c ITB620 FC F1 hybrid 1 1 0 0 ITB 
52 4c ITBVIR12 FC Line 1 1 0 0 ITB 
53 4c ITBVIR13 FC Line 1 1 0 0 ITB 
54 4c ITB32 FC Line 1 1 0 0 ITB 
57 4c ITBVIR15 FC Line 1 1 0 0 ITB 
58 4c ITBVIR16 FC F1 hybrid 1 1 0 0 ITB 
82 4c ITBVIR11 FC Line 1 1 0 0 ITB 
85 4c ITBVIR18 FC Line 1 1 0 0 ITB 
87 4d 76C16 FC Line 1 0 0 0 AC 
88 4d 72C18 FC Line 1 0 0 0 AC 
1 5a Paraguay 48 DAC Line 0 1 0 0 France (ITB) 
6 5a PS101 DAC Line 0 1 0 0 France (ITB) 
7 5a PS102 DAC Line 0 1 0 0 France (ITB) 
9 5a Dragon Vert DAC Line 0 1 0 0 France (ITB) 
13 5a ITBBR4 DAC Line 0 1 0 0 ITB 
15 5a ITBBR8 DAC Line 0 1 0 0 ITB 
25 5a Virginie A Mutant Bey Line 0 1 0 0 Germany (LFPF) 
28 5a Mont Calme Jaune Bey Line 0 1 0 0 Switzerland 
29 5a Paesana Bey Line 0  0 0 Switzerland 
45 5a VD FC Line 0 1 0 0 Germany (LFPF) 
22 5b Bursan Bey Line 0 1   Poland (ISSPC) 
24 5b Bursanica Bey Line 0 1   Germany (LFPF) 
51 5b VZ37-1-9 FC Line 0 1 0  ITB 
55 5b Wislica FC Line 0 1 0 1 Poland (ISSPC) 
70 5b Ovens 62 FC Line 0 0 0 1 Australia 
a : TD =  Thielaviopsis basicola resistance inherited from N. debneyi, 1 = resistance, 0 = no resistance 
b : vava = homozygous for an allele of the va gene conferring resistance to PVYN, 1 = resistance (va va),, 0 = no  
resistance (Va va) or (Va Va).  
c : PB = Peronospora tabacina resistance inherited from Bel 61-10 or Bel 61-12, 1 = resistance, 0 = no resistance 
d : PO = Peronospora tabacina resistance inherited from Ovens 62, 1 = resistance, 0 = no resistance 
e : AC : Agriculture Canada Res. Station, Delhi, Ontario, Canada. Beltsville : Beltsville Ag. Res. Station, Crops Res. 
Div, USDA, Beltsville, Maryland, U.S.A. GL: Gold Leaf Seed Co., U.S.A. ISSPC : Institute for Soil Science and Plant 
Conservation, Pulawy, Poland. IST : Istituto Sperimentale Tabacco, Scafati, Italy. ITB : ALTADIS - Institut du tabac, 
Bergerac, France. Ky : Kentucky University, Lexington, KY, U.S.A. LFPF : Landesanstalt Für Pflazenbau, Forchheim, 
Germany NCSU : North Carolina State University, Raleigh, U.S.A. SP : Speight Seed Farm, U.S.A. TN : Univ. of 
Tennessee, TN, U.S.A. Zim : Tobacco Res. Board, Harare, Zimbabwe 
f : DAC, Dark air-cured, Bey : Burley, FC : flue-cured, CW : Cigare Wrapper, OR : Oriental 
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Table 2: Markers selected for the genetic diversity study and size of polymorphic fragments. 
 
 
Namea Size of marker 
(bp) 
Namea Size of  marker 
(bp)  
Namea Size of marker 
(bp) 
ACG/CAG.3 103     AAG/CAA.6 225 AAG/CAG.7 177 
ACG/CAG.4 162     AAG/CAA.7 246 AGG/CAC.4 119 
AGG/CAA.3 71      AAG/CAA.8 258 AGG/CAC.6 126 
AGG/CAA.4 77      ACC/CAA.1 65 AGG/CAC.7 174 
AGG/CAA.5 95      ACC/CAA.3 87 AGG/CAC.8 203 
AGG/CAA.6 127     ACC/CAA.4 143 ACA/CTA.2 171 
AGG/CAA.7 275     ACC/CAA.5 192 ACA/CTA.3 187 
AGG/CAA.8 330     ACC/CAA.6 207 ACC/CTA.1 176 
AAG/CAA.3 102     ACC/CAA.7 326 AAG/CAC.1 182 
AAG/CAA.4 112     AAG/CAG.5 126 AGG/CTC.2 360 
 
AAG/CAA.5 138     AAG/CAG.6 171 ACG/CTT.1 139 
a  Name refers to combination of EcoRI primer selective bases followed by MseI primer selective bases. 
 
 
 
 
Table 3: Association analysis between candidate AFLP markers linked to the resistance to blue mold, black root 
rot or PVY. 
Candidate 
marker 
Linked  
resistance 
Size of AFLP 
fragment in bp 
Chi-square test for 
independencea
Mismatch between amplification of the marker 
and resistance in inbred lines 
ACG/CAG.4 Black root rot 162 62.9 LAP41, Bursanica, 
AAG/CAA.3 Black root rot 102 71.9 
AAG/CAG.5 Black root rot 126 71.9 
AGG/CAA.7 Blue mold 275 55.5 LAFC53, Perevi
AGG/CAC.8 Blue mold 203 57.0 LAP57, Xanthi
ACC/CAA.1 PVY  65 45.2 LAFC53,G94-2, By21, Bursan, BRV31, Delgold 
 
ACC/CAA.6 PVY 207 59.3  BRV31, G94-2
a Chi-square test for independence between AFLP markers and resistances, with Yates correction.  
 
 
 
Table 4: Primers used for direct amplification of SCAR markers. 
 
 
 
 
Marker Primers Sequence Tm Length (bp) 
Chal1-2 Chal-1 
Chal-2 
5’-TAACAGCCTAACCCTATTCC-3’ 
5’-AATTCAAGGGGTAAAGCTATTC-3’ 
62°C 103  
 
 Mil275 Mil275-3.1 
Mil275-2.2 
5’-GCGTGGTTCTTTGTGCGTAT-3 
5’-TGGGTGTGGAGATAATCAAGC-3’ 
58°C 205 
 
PVYME1 PVYM 
E1 
5’-TTAACAACAGCTTTTAGCAGACAC-3’ 
5’-ACAACTGGCAAGCTAAGCTCATT-3’ 
62°C 172  
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Table 5: Segregation distortion tests for PVY N and black root rot resistances genes and SCAR markers. 
 
Locus Number of RILs tested Observed R:S(:Seg)
a Expected Chi-square test for segregation distortion b
Black root rot test 
chal1-2 
a R for resistant, S for susceptible, (:Seg) for segregants, they were discarded from SCAR marker analysis 
PVY test 
PVYME1 
109  
106  
103  
98  
35:71(:3) 
35:71 
54:44(:5) 
50:48 
1:1 
1:1 
1:1 
1:1 
14.3 
14.2 
1 
0.04 
b 3.8 = Chi-square at P<0.05 and 1 DDL 
 
 
 
 
Table 6: Independence tests between SCAR markers and resistance genes in the F6 RILs. 
 
Association Number of RILs tested Observed
a Expected Chi-square test for independence b
Black root rot test/chal1-2 
PVY test /pvyme1 
106  
98  
70[S0]1[R0]1[S1]34[R1] 1:1 ([S0]:[R1]) 
1:1 ([S1]:[R0]) 
92.9 
47[S1]7[S0]3[R1]41[R0] 
a R for resistant, S for susceptible, 0 for absence of the SCAR marker and 1 for presence of the SCAR marker 
59.3 
b Chi-square test for independence with Yates correction 
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Figure 1: Dendrogram showing the phenetic relationships among 92 accessions and lines of tobacco (N. 
tabacum). Cluster analysis was performed using the neighbour joining (NJ) method. The resampling method 
used was OTU-based jackknifing (only values greater than 50 are given at the branch points). The different types 
of tobacco are represented as indicated: dark air-cured types in brown, burley types in red, flue-cured types in 
green and oriental and cigar wrapper types in blue. 
 20
  Chapitre II / Article 1 
 
 
 
Figure 2: AFLP peak patterns generated from two tobacco varieties with primer combination E-ACC M-CAA. 
Tobacco AFLP fragments are represented by blue peaks. Red peaks represent the size standard, TAMRA 500. 
Sizes in bp are indicated at the bottom of the figure. The 65 bp fragment (E-ACC M-CAA.1) and the 207 bp 
fragment (E-ACC M-CAA.6) are amplified in the PVYN susceptible cultivar (K326) but not in the resistant 
cultivar (ITB32) and are indicated with arrows. 
 
 
 
 
 
Figure 3: Blue mold resistance in 17 DH lines and resistant/susceptible controls. DH lines came from the F1 
BB16 (Bel61-10 resistance) x TN86 (susceptible). P48 is the susceptible control, Bel 61-10 and Ovens 62 are 
resistant controls. Numbers in the horizontal axis refer to each of the DH lines. Error bars display the 95% 
confidence intervals obtained from the statistical treatment of individual plant data. Each entry was tested with 3 
replications of 5 plants each. Grey boxes indicate DH lines that possess the SCAR marker. 
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2 Choix des variétés utilisées pour l’obtention d’une population en 
ségrégation 
2.1 Critères pris en compte dans le choix des variétés  
Le travail présenté dans l’article précédent a servi d’une part au développement de marqueurs 
SCAR, et d’autre part, à l’étude du polymorphisme existant entre des variétés potentiellement 
utilisables en cartographie du tabac. En effet, parmi les 92 variétés présentées, la plupart ont 
été utilisées ou bien résultent de programmes d’amélioration variétale. Le choix d’un 
croisement intraspécifique a conduit à préparer, en continuité avec le travail de cartographie, 
une étude de détection de QTLs. Une telle étude n’aurait pas été possible avec un croisement 
interspécifique, car les critères liés à la qualité du tabac sont très spécifiques du type de tabac 
(Virginie, Burley, Brun..). Ces caractères n’auraient pas pu être observés chez des hybrides 
interspécifiques. 
 
Le choix de variétés pour obtenir une population en ségrégation nécessaire à la réalisation 
d’une carte génétique du tabac et à la détection de QTLs devait respecter les critères suivants : 
- les variétés choisies doivent optimiser les chances d’obtenir du polymorphisme : des 
lignées pures ne possédant pas d’ancêtre commun seront privilégiées 
- elles doivent différer par un maximum de critères de qualité, que ce soit du point de 
vue agronomique ou chimique 
- les variétés doivent être représentatives du travail de sélection réalisé à l’ITB, et 
apparaître dans le pedigree de variétés utilisées en amélioration variétale, afin de 
faciliter une exploitation ultérieure des résultats 
- le type de population disponible doit se prêter à une étude de QTLs sur des critères 
influençables par l’environnement : bien qu’une population F2 soit beaucoup plus 
rapide à obtenir, une population de RILs sera privilégiée afin de pouvoir mettre en 
place une expérimentation. La mesure des caractères quantitatifs sera plus précise, 
puisque les RILs permettent de travailler sur des moyennes représentatives des lignées 
et non sur un seul individu. Une population d’haploïdes doublés se prête aussi à ce 
type d’étude, et est plus rapide à obtenir. Cependant, le traitement à la colchicine et le 
passage en culture in vitro impliquent des situations de stress qui peuvent favoriser 
des mouvements de rétrotransposons (Grandbastien et al., 1997 ; Pouteau et al., 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
4K78 
   
ITB32 
 
 
  Figure 33 : variété ITB32    Figure 34 : variété 4K78 
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1991). Ces évènements peuvent perturber la ségrégation des marqueurs dans la 
population régénérée. 
 
Parmi les 92 variétés présentées dans l’arbre phylogénétique de l’article précédent (en figure  
1), tous les types de tabacs sont représentés. Afin de favoriser la détection de QTLs, des 
tabacs appartenant au même type doivent être choisis, mais de façon à maximiser les chances 
d’obtenir des marqueurs polymorphes. Il faut dont éviter de choisir des variétés appartenant 
au même groupe dans l’arbre phylogénétique. 
2.2 Description des variétés choisies 
Les variétés semblant le mieux répondre à tous ces critères sont les tabacs de type Virginie 
ITB32 et 4K78. Ils se situent respectivement dans 2 branches différentes, l’une regroupant des 
tabacs de type Virginie de remplissage résistants à la pourriture noire des racines et au PVY, 
et l’autre regroupant des tabacs de type Virginie proches des standards américains, ne 
possédant aucune résistance. 
Aussi loin que remonte la connaissance des ancêtres des variétés utilisées en sélection à l’ITB, 
aucun ancêtre commun n’est connu pour ces deux variétés.  
2.2.1 Variété ITB32 
La variété ITB32 (fig. 33) est un Virginie de remplissage, dont la principale caractéristique est 
une faible teneur en alcaloïdes. Cette variété est relativement riche en sucres réducteurs, elle 
est capable de donner un tabac arrivant à maturité chaque année. L’ITB32 résulte d’une 
sélection généalogique pour la résistance au PVY et à la pourriture noire des racines, à partir 
d’un croisement entre les variétés VD et 72C18, datant de 1991. 72C18 est une variété 
d’origine canadienne, possédant le gène dominant de résistance à la pourriture noire des 
racines de N. debneyi (Clayton, 1951) alors que VD est une variété d’origine allemande, 
résistante au PVY (un gène récessif), et possèdant une bonne aptitude à jaunir. On lui 
reproche la mauvaise qualité de ses tissus et sa grande sensibilité à la pourriture noire des 
racines. Bien que n’apportant pas en qualité d’avantage particulier par rapport à la lignée VD, 
la résistance d’ITB32 à la pourriture noire est un avantage très important. L’Institut du Tabac 
ne possédant en 1991 que deux variétés de type Virginie avec les deux résistances (pourriture 
noire des racines et PVY), dont ITB32, cette double résistance a été généralisée à tous les 
tabacs de remplissage par la suite. Ainsi, de nombreuses lignées et créations variétales 
 
  
Tableau 12 : comparaison de caractères d’intérêts agronomiques mesurés chez ITB32, 4K78 et l'hybride 
ITB31612 par rapport à la moyenne et à l’étendue observée dans les variétés de l’ITB.  
*ces mesures ont été réalisées sur des variétés testées de 1989 à 2003, toutes les variétés étant au moins apparues 
2 fois en essais. 
 
 
 
 Alcaloïdes totaux 
Sucres 
réducteurs Rendement
Indice 
qualité 
pondéré 
par le 
poids 
Azote 
total Cendres Nicotine Goudrons 
Durée de 
végétation 
pondérée 
par le poids 
Test 
nornicotine 
Moyenne * 1,49 16,80 3379,05 63,14 1,84 14,07 1,42 19,23 110,37 0,05 
Minimum* 0,77 9,91 2524,48 41,05 1,49 9,35 0,78 15,22 93,08 -0,07 
Maximum* 2,60 22,72 4090,63 85,51 2,26 16,77 2,44 24,82 144,32 0,25 
4K78 1,86 14,45 2811,64 64,30 2,10 14,76 1,62 18,25 93,08 0,01 
ITB32 1,15 20,25 3738,76 57,22 1,61 12,67 1,12 21,32   
ITB31612 1,37 16,34 3623,58 71,31 1,85 14,70 1,31 18,29 103,86 0,05 
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réalisées à l’ITB proviennent de la variété ITB32. 
2.2.2 Variété 4K78 
La variété 4K78 (fig. 34) résulte d’un programme de sélection visant à obtenir des plantes 
précoces et possédant une bonne coloration. C’est un croisement entre les variétés MN944, 
dont les graines viennent d’Espagne, et Kutsaga 51E, originaire du Zimbabwe. MN944 est un 
tabac dit “de base”, ce qui correspond au standard des tabacs de Virginie américains. Ils se 
caractérisent par une teneur en alcaloïdes élevée, une teneur en sucres réducteurs relativement 
faible (par rapport à celle des Virginie de remplissage), un rapport sucres 
réducteurs/alcaloïdes faible. 4K78 a reçu ces caractéristiques de MN944. En France, MN944 
est reconnue comme étant une bonne référence de tabac de base du point de vue de la teneur 
en alcaloïdes et des équilibres des sucres mais cette variété n’arrive pas à maturité toutes les 
années, contrairement à 4K78. Kutsaga51E est une variété dont la particularité est d’être 
résistante à l’oïdium, mais 4K78 n’a pas conservé cette résistance. 
2.2.3 Comparaison des caractéristiques générales de ces variétés 
Quelques données concernant la composition chimique de ITB32, de 4K78 et de l’hybride 
ITB31612 issu du croisement de ITB32 par 4K78, sont présentées en comparaison aux tabacs 
de type Virginie de l’ITB dans le tableau 12.  
Les teneurs en sucres réducteurs, le rendement en poids de matière sèche, le rendement en 
goudrons sont supérieures à la moyenne chez ITB32. Les teneurs en alcaloïdes totaux, en 
nicotine, en azote, et en cendres sont supérieures chez 4K78, de même que la qualité. Les 
teneurs en alcaloïdes et en azote total sont intermédiaires entre les deux parents chez l’hybride 
ITB31612. Les teneurs en sucre réducteurs et en goudrons semblent plus proches de celle du 
parent 4K78. Le rendement en poids est plus proche du parent ITB32, qui est résistant à la 
pourriture noire des racines. La résistance étant dominante, l’hybride est résistant, et donc 
moins sensible à la pourriture noire qui affecte les racines et le développement de la plante.  
  
Les parents de 4K78, Kutsaga51E et MN944, sont tous deux nettement plus riches en 
alcaloïdes totaux, en nicotine et en anatabine (tab. 13). Par contre, il semblerait que les 
parents d’ITB32, 72C18 et VirginD (VD), favorisent plus la conversion de la nicotine en 
nornicotine, avec des teneurs en nicotine plus faibles au départ.    
 
  
 
 
 
Tableau 13 : teneurs en alcaloïdes, en cendres et en sucres réducteurs pour les parents des variétés ITB32 et 
4K78 (en % de la matière sèche). 
 
 
 
 
 
Variété 
Alcaloïdes 
totaux Nicotine Nornicotine Anatabine Anabasine Myosmine Cendres Sucres 
72 C 18 1,04 0,82 0,14 0,08 0 0 - - 
VIRGIN D 1,47 1,2 0,15 0,12 0 0 14,7 18,7 
KUTSAGA 51 E 2,22 1,86 0,05 0,29 0,02 0 13,2 25,8 
MAC NAIR 944 2,79 2,39 0,1 0,29 0,01 0 13,5 15,8 
         
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 35 : lignées recombinantes F6 en plein champ obtenues à partir du croisement 
original de 4K78 par ITB32. 
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2.3 Conclusion 
L’étude des variétés représentatives du travail de sélection réalisée à l’ITB a permis d’une 
part d’observer que le polymorphisme intraspécifique est fortement lié à la présence des 
facteurs de résistance introduits ou existants dans le tabac. D’autre part, des variétés ont pu 
être choisies, afin de créer la descendance nécessaire à la cartographie génétique et à la 
détection de QTLs. Des marqueurs SCARs présents chez l’un des deux parents et liés à la 
résistance à la pourriture noire des racines et au PVY pourront être placés sur la carte 
génétique. 
 
Des croisements entre ITB32 et 4K78 ont déjà été réalisé à l’ITB : des graines F2 issues d’un 
hybride F1 provenant du croisement de ITB32 par 4K78 étaient disponibles dans la collection, 
ce qui a permis de gagner 2 générations dans l’obtention des RILs. A partir de la génération 
F2, 120 individus ont été sélectionnés de façon aléatoire. Des lignées F6 ont été obtenues par 
autofécondations successives ou “ random single seed descent ” (fig. 35). 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
          
 
Chapitre III :  
Etude d’une population de RILs 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tableau 14 : marqueurs AFLP polymorphes entre ITB32 et 4K78 et taille des fragments. Les amorces sont 
nommées par les enzymes (E = EcoRI, M = MseI, et P = PstI) et les bases sélectives utilisées.  
 
 
 
Couple  Taille  Taille  Taille  Couple  Taille  
en pb Couple d’amorces en pb Couple d’amorces d’amorces en pb d’amorces en pb 
E-AAA M-CGC 
E-AAG M-CAG 
E-AAG M-CGA 
E-AAT M-CCT 
E-AAT M-CCT 
E-AAT M-CGT 
E-ACA M-CGC 
E-ACC M-CAA 
E-ACC M-CAA 
E-ACC M-CGT 
E-ACG M-CAG 
E-ACG M-CCC 
E-ACG M-CCT 
E-AGA M-CTT 
E-AGC M-CAA 
E-AGC M-CAA 
E-AGC M-CCG 
E-AGC M-CCG 
E-AGG M-CCC 
E-AGG M-CCC 
E-AGG M-CGA 
E-AGG M-CTA 
E-ATC M-CCT 
E-ATC M-CTA 
E-ATC M-CTT 
E-ATG M-CAA 
E-ATG M-CCG 
E-ATG M-CCT 
E-ATG M-CGG 
E-ATG M-CTT 
E-ATT M-CGG 
E-ATT M-CGG 
E-ATT M-CTG 
E-AAG M-CGG 
E-AGC M-CAA 
E-CAC M-GCA 
469 
107 
164 
85 
273 
307 
212 
359 
387 
129 
225 
209 
414 
113 
160 
208 
134 
153 
156 
186 
296 
144 
154 
326 
228 
176 
178 
169 
246 
190 
191 
274 
268 
190 
209 
166 
126 
119 
119 
163 
318 
152 
65 
209 
110 
159 
202 
245 
240 
155 
386 
254 
343 
136 
200 
179 
377 
171 
103 
162 
215 
120 
248 
238 
132 
152 
186 
218 
117 
238 
216 
P-ATA M-CAA 
P-CAA M- GGG 
P-CAA M- GTA 
P-CAA M- GCA 
P-CAA M-GCC 
P-CAA M-GCG 
P-CAC M-GCT 
P-CAG M-GAT 
P-CAG M-GCA 
P-CCC M-GGC 
P-CCC M-GGC 
P-CCC M-GGC 
P-CCC M-GTG 
P-CCG M-GAA 
P-CCT M-GGG 
P-CCT M-GCA 
P-CCT M-GCC 
P-CCT M-GGA 
P-CGA M-GGT 
P-CGC M-GGA 
P-CGT M-GAC 
P-CGT M-GTA 
P-CTA M-GCT 
P-CTC M-GGT 
P-CTC M-GTA 
P-CTC M-GTA 
P-CTC M-GCT 
P-CTG M-GAT 
P-CTG M-GCG 
P-CTT M-GCA 
P-CAT M-GGA 
P-CAT M-GGC 
P-CGA M-GAG 
P-CGT M-GCC 
P-CCA M-GGA 
E-CAG M-GTG  
E-CAG M-GTT  
E-CAT M-GAT 
E-CCA M-GCC   
E-CCA M-GGA 
E-CCA M-GGC  
E-CCC M-GAT 
E-CCC M-GCG 
E-CCG M-GCT 
E-CGA M-GAG  
E-CGA M-GCG 
E-CGG M-GAC 
E-CGG M-GGA  
E-CGG M-GTC  
E-CTA M-GGC 
E-CTA M-GTA  
E-CTA M-GTT 
E-CTG M-GAT 
E-CTG M-GGT  
E-CTT M-GAC 
E-CCA M-GTG 
E-CCT M-GCT 
P-AAA M-CAG 
P-AAA M- CCG 
P-AAA M-CCT 
P-AAA M-CGA 
P-AAC M-CTT 
P-AAC M-CAC 
P-AAC M-CCA 
P-AAG M-CAA 
P-AAG M-CTT 
P-AAG M-CTT 
P-AAG M-CCA 
P-AAG M-CCA 
P-AAG M-CCA 
P-AAG M-CCC 
226 
145 
215 
219 
209 
172 
112 
316 
150 
112 
122 
203 
180 
253 
219 
167 
108 
314 
192 
146 
119 
385 
149 
450 
90 
148 
334 
142 
151 
198 
118 
306 
237 
111 
116 
127 
232 
264 
301 
126 
154 
139 
188 
335 
175 
103 
134 
229 
107 
91 
194 
133 
270 
150 
162 
105 
326 
108 
222 
196 
160 
369 
218 
193 
101 
211 
212 
113 
200 
283 
156 
P-AAG M-CGA 
P-AAT M-CAC 
P-AAT M-CAT 
P-ACC M-CTA 
P-ACC M-CTT 
P-ACC M-CCG 
P-ACG M-CTT 
P-ACT M-CTC 
P-ACT M-CAT 
P-ACT M-CCA 
P-AGA M-CAG 
P-AGC M-CGG 
P-AGC M-CGT 
P-AGC M-CTA 
P-AGC M-CAG 
P-AGC M-CGA 
P-AGG M-CCA 
P-AGG M-CCC 
P-AGG M-CCC 
P-AGT M-CTG 
P-ATC M-CTC 
P-ATC M-CAT 
P-ATG M-CTC 
P-ATG M-CTC 
P-ATG M-CCC 
P-ATG M-CCT 
P-ATG M-CCT 
P-ATT M-CAA 
P-ATT M-CAA 
P-ATG M-CAC 
P-AGG M-CCT 
P-ATA M-CTC 
P-ATA M-CTT 
P-ATG M-CAC 
P-AGA M-CCA 
P-ATA M-CAA 224 P-CGC M-GAC 175 
E-CAG M-GAT 292 P-AAG M-CCC 202 
Figure 36 : profils AFLP obtenus sur deux extractions indépendantes des variétés 
ITB32 et 4K78. Les amorces P-CAA et M-GCC ont été utilisées. Un pic 
polymorphe à 209 pb est présent chez 4K78 et absent chez ITB32 (flèche rouge). 
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CHAPITRE III : Etude d’une population de RILs 
 
 
Les variétés ITB32 et 4K78 ont été étudiées pour rechercher des marqueurs moléculaires 
polymorphes, et l’étude de la ségrégation des marqueurs dans la descendance a été réalisée sur 
les lignées F6. D’autre part, une expérimentation au champ a été mise en place pour la 
détection de QTLs liés à la qualité du tabac.  
1 Recherche de marqueurs polymorphes sur les variétés ITB32 et 4K78 
Deux stratégies ont été utilisées pour le développement de marqueurs moléculaires. La 
première consiste à utiliser des techniques de révélations en masse, la seconde consiste à 
rechercher du polymorphisme dans les séquences disponibles dans les banques de données. 
 
1.1 Résultats 
1.1.1 Révélation en masse 
Les résultats obtenus avec les techniques de révélation en masse ont été utilisés pour la 
cartographie génétique. Ils sont plus amplement détaillés dans l’article à soumettre présenté 
en partie 3. 
1.1.1.1 Marqueurs AFLP 
Afin d’augmenter le nombre de locus polymorphes détectés, l’enzyme PstI combinée à MseI a 
été employée, en plus de l’enzyme EcoRI habituellement utilisée (fig. 36). Lors de la première 
étape d’amplification préselective, les deux couples d’amorces correspondant aux deux 
couples d’enzymes EcoRI/MseI et PstI/MseI ont été utilisés avec deux possibilités de base 
sélective: EcoRI-A/MseI-C, EcoRI-C/MseI-G et PstI-A/MseI-C, PstI-C/MseI-G. 
Ainsi, 512 combinaisons d’amorces ont été testées sur ITB32 et 4K78 pour chaque couple 
d’enzymes. Cent quarante six marqueurs AFLP ont été obtenus (tab. 14).  
1.1.1.2 Marqueurs ISSR 
La détection des produits d’amplification ISSR par électrophorèse capillaire impose d’obtenir 
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des fragments inférieurs à 800 pb. L’utilisation de deux amorces microsatellites différentes 
dans une même réaction, une seule étant marquée, permet d’obtenir des fragments amplifiés 
plus courts. Un exemple de profils obtenus est donné en figure  37. Cinquante combinaisons 
d’amorces ont été testées, entre cinq amorces marquées et 10 amorces non marquées. Treize 
marqueurs ISSR ont été obtenus par cette technique (tab. 15).  
1.1.1.3 Marqueurs SSAP 
Afin d’obtenir une répartition différente des marqueurs AFLP dans le génome du tabac, la 
technique SSAP a été utilisée avec les enzymes HindIII et TaqI, sur 2 éléments de type 
SINEs. Trois amorces ont été définies (fig. 38), dont deux dans l’élément de type SINE TS 
(Tobacco Specific) (Yoshioka et al., 1993), et la troisième dans l’élément SINE Aur 
(Accession AB046123). Quatre combinaisons de bases sélectives différentes pour la SSAP 
avec HindIII ont été utilisées avec les trois amorces SINE, soient 12 combinaisons au total. 
Une seule combinaison de bases sélectives a été utilisée pour TaqI. La séquence de l’amorce 
Aur contenant un site TaqI, la SSAP avec TaqI n’a été réalisée qu’avec les amorces définies 
dans TS, résultant en deux combinaisons d’amorces testées. Vingt marqueurs polymorphes 
supplémentaires entre ITB32 et 4K78 (tab. 16) ont été detectés, 15 avec HindIII et cinq avec 
TaqI.  
1.1.2 Marqueurs individuels 
1.1.2.1 Marqueurs microsatellites 
Des motifs microsatellites ont été recherchés selon les conditions suivantes : les motifs à 2, 3 
ou 4 nucléotides doivent être supérieurs à 14 pb, 15 pb et 16 pb respectivement. Des amorces 
ont été définies dans les séquences contenant des microsatellites, et une amplification a été 
réalisée sur ITB32 et 4K78.  
Dix neuf couples d’amorces ont été définis et testés (fig. 39). Douze amplifient un fragment, 
soient 63 %, et seulement trois ont la taille attendue (tab. 17). Les variations de taille peuvent 
correspondre à la différence de longueur entre l’ARN où sont définies les amorces et l’ADN 
servant à amplifier le fragment. En général, un fragment plus long est attendu, pouvant 
correspondre par exemple à un intron lorsque les amorces sont définies dans les ARNm. 
Pourtant, dans 3 cas, des fragments plus courts sont amplifiés. Un couple d’amorces amplifie 
plusieurs fragments, pouvant correspondre à un gène présent en plusieurs exemplaires dans le 
génome ou à un motif présent dans une famille de protéine (homéobox dans ce cas). Une 
 
  
 
 Tableau 15 : marqueurs ISSR 
polymorphes entre ITB32 et 4K78 
et taille des fragments.  
 
 
Couple 
d’amorces Taille en pb 
MF42-CA  
MF23-GATA-1 
K7-CCA-1  
K8-GAAA    
MF21-GAAA  
K7-TAG-1  
K7-TAG-1  
K8-CA-3   
MF51 TGC-1 
MF51 TGC-1 
MF51 CT 
MF121 TAG-1  
392 
156 
166 
243 
360 
90 
320 
358 
151 
146 
558 
105 
MF42 GAA 306
4K78 
ITB32 
102 pb                           322 pb 
Figure 37 : profils ISSR obtenus sur ITB32 et 4K78 avec les amorces MF128 (VIC-
DVDTCTCTCTCTCTCTC) et TAG-1 (VVTAGTAGTAGTAGTAG). Deux 
marqueurs polymorphes sont indiqués par une flèche rouge, l’un à 102 pb chez 
ITB32 et l’autre à 322 pb chez 4K78. 
• Définition d’amorces dans l’élement SINE TS (Yoshioka et al., 1993) 
Accession Genbank D17453  
>gi|402539|dbj|D17453.1|TOBNT1[402539] 
 
GAATTCTATACAATGGTTTTTTACATCTTTTTTATAACAAGAGGTTGTGAGTTCGAGTCACTCCAAG
AGCAAGGTGGGGAGTTTCTTGGAGGGAGGGAGCCGAGGGTCTATCGGAAACAGCCTCTCTACCCC
ATGGCAGGGGTAAGGTATGCGTACACACTATCCTCCCCAGACCCCACTAGTGGGATTATACTGGGT
TGTTTTATAACATATTTAAA 
 
Deux amorces ont été dessinées de façon à amplifier de part et d’autre de la séquence TS 
Ts GAAACAGCCTCTCTACCC 
Tsa CTCCCCACCTTGCTCTTG dans le sens inverse complémentaire 
 
 
 
• Définition d’amorces dans l’élement de type SINE Aur (Yasuo  et al., non publié) 
 
Accession Genbank AB046123 
TAAAGTTGATGCCATGTGACCAGGAGGTCACGGGTTCGAGCCGTGGAAACAGCCTCTTGCACAAA
TACAG GGTAAGGCTGCATCCAATAGACACTTGTGGTCCGTCCCTTCCCCGGACCC 
CGTGCATAGC 
 
 
Une amorce a été dessinée de façon à amplifier vers l’extérieur de la séquence Aur. A cause de la présence d’un 
site TaqI, cet élément n’est pas utilisé avec TaqI en SSAP. 
Aur GCTCGAACCCGTGACCTCCTG dans le sens inverse complémentaire 
 
 
TCGA  site de reconnaissance de l’enzyme de restriction TaqI 
AAGCTT site de reconnaissance de l’enzyme de restriction HindIII 
 
 
 
Figure 38 : définition d’amorces dans la séquence TS (Yoshioka et al., 1993) et dans la séquence Aur pour 
utilisation en SSAP avec les enzymes de restriction TaqI ou HindIII. La présence de sites de restriction reconnus 
par ces enzymes a été préalablement vérifiée dans les séquences.  
 
 
Combinaisons 
d’amorces 
Taille en 
pb 
H-AC Ts 
H-AC Ts 
H-AC Ts 
H-AC Tsa 
H-AG Aur 
H-AG Ts 
H-AG Ts 
H-AG Ts 
H-AG Ts 
H-AG Ts 
H-AG Tsa 
H-AG Tsa 
H-CT Ts 
H-GC Ts 
H-GC Ts 
T-CA Ts 
T-CA Ts 
T-CA Ts 
T-CA Ts
202 
205 
222 
399 
109 
385 
414 
441 
445 
475 
313 
332 
167 
182 
202 
172 
239 
242 
245  
T-CA Ts 250
Tableau 16 : marqueurs SSAP polymorphes entre ITB32 et 4K78 et taille 
des fragments. L’amorce spécifique de l’adaptateur est nommée par 
l’enzyme de restriction (H = HindIII et T =  TaqI) et les bases sélectives 
utilisées.
  
 
 
 
 
 
 
 
• Exemple 1: motif SSR de type (GA)29 
Accession Genbank : 
 >gi|29893063|emb|AJ305044.2|NTA305044 Nicotiana tabacum mRNA for vacuolar invertase (vi gene) 
La séquence représentée débute à 2044 nt de la séquence entière.  
 
CCCAACAAAGGCAATCAATGGAGCAGCACGACTGTTCGTTTTCAACAATGCCACGAGGGCAAGTG
TGACTGCCTCCCTGAAGATTTGGTCACTCGAATCAGCTGATATTCGATCCTTCCCCTTGGACCAGTT
GTAATTCGTCGAACCATATATATTTTCTTCATTCTTTTTCCATGTGGAGGTTATTCGCCATCCGATCA
AGGAATGGAAGAGAGGCAATAAAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGA
GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAATAGGCTAGAATATGTAGTGTTATATACTTATTTCAGTTATTTTT
CTGCTGGATTGGTGCTGTTTCAAAGCTTAGGTTTAGTTCTTGTGCAGCTAGCAGTGTGGCCATTGTA
CTCTATTGTAACAATATGTTTTACGCGGCCGC 
 
 
• Exemple 2: motif SSR de type (CTAT)6(AT)33 
Accession Genbank : 
>gi|19550748|gb|AF484252.1| Nicotiana tabacum caffeic acid O-methyltransferase II gene, complete cds 
La séquence représentée débute à 388 nt de la séquence entière.  
 
AGAGGAGATTTCATGATTTGATTGAGAATATAATATATTATTTTTTTGTAATTCCACACAAAGATTA
AGAAAATGATCTGATCAATGATGGCTCCGAGGATTTGGCTGTCGCGGGAACTATGACATTAATATA
AATTTGTCGCTGCCTATAAAGACCCTATCTATCTATCTATCTATCTATATATATATATATATATA
TATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATAAGCGCTAATATTTGA
TTATTTTTTAAAAATATTTATAAGTATATATGAAATTTTTGACGAAATTTTTGTGTGACCGTGACCC
CTCAACCTATAGTGTGCGTC 
 
 
 
 
 
Figure 39 : recherche de SSR dans les banques de données. Les motifs microsatellites sont représentés en 
caractères gras et bleus. Les amorces définies encadrant les motifs microsatellites sont surlignées en jaunes (voir 
aussi le tableau 14).  
Tableau 17 : séquences contenant des motifs microsatellites et dans lesquelles des amorces ont été définies, et 
résultats des amplifications sur ITB32 et 4K78. 
 
 
Position   
motif/ Accession 
genbank Fonction  
Microsa-
tellites Amorces longueur 
totale 
Taille 
atten-
due 
Ampli-
fication 
ITB32 
Ampli-
fication 
4K78 
AJ305044.2 
N. tabacum mRNA for 
vacuolar invertase (vi 
gene) 
28 GA Inver-f  ATTCGCCATCCGATCAAGGA Invert-r  CCACACTGCTAGCTGCACAAG 
3’, 
2044/2247 
hors CDS 
201 +/-240 +/-240 
AB052964.1 
N. tabacum WIPK 
gene for wound 
induced protein 
kinase, complete cds 
12 CA Wipk-f  TGAGAATCCCATGCTATTGCT Wipk-r  GAAAATGTCACTGGGTGCGT 
2426/5042 
hors CDS 247 +/-250 +/-250 
AJ277898.1 N. tabacum drepp2 gene, exons 1-4 
56 TA + 
3 TAG 
Drepp-f  GACCCTTGCTCCAACCTCAT 3424/4529 
Drepp-r  GGCATACACCTACGACAACA intron 217 200 200 
AF233297.1 
N. tabacum lipid 
transfer protein gene, 
complete cds 
37 TA + 
30 TA 
Lipidtra-f  TGCACTGATACTTAGTGCATAG 2643/2997 
Lipidtra –r  CTATGCACTAAGTATCAGTGC hors CDS 349 non non 
AB008200.1 
N. tabacum palB gene 
for phenylalanine 
ammonia-lyase, 
complete cds 
22 TA Palb-f  TCTATGACAGCGTTAAGGAAATTTT Palb-r  TGCTAGTCAGATTTTCTTGCAG 
1715/6306 
hors CDS 216 +/-200 +/-200 
X63543.1 
N. tabacum NeIF-5A3 
gene for initiation 
factor 5A(3) 
21 TA NeIF-f  ATCTAGTGGGAATGACAAGGTTGA NeIF-r  TGAGCAAAAAACAACGTTTCAC 
716/2360 
intron 201 +/-200 +/-200 
X14058.1 
N. tabacum nia-1 gene 
for nitrate reductase 
(EC 1.6.6.1) 
4 TG+ 
27 TA 
3’ 
5853/6165 Nia1-f  CAATTCCTCGTGGAATAGTAAC Nia1-r  TACCATATCGTCTGCATAATG Intron 
290 +/-300 +/-300 
AF484252.1 
N. tabacum caffeic 
acid O-
methyltransferase II 
gene, complete cds 
4 CTAT 
+ 33 TA 
Camt-f  GATCAATGATGGCTCCGAGG 
Camt-r  ACTATAGGTTGAGGGGTCAC 
388/5371 
hors CDS 264 
Pas 
d’ampli 
Bande 
faible 
+/- 260 
AB028022.1 N. tabacum wizz mRNA, complete cds 9 AAC 
Wizz-f  TGGAGTATATGAACAACCAGAA 405/1251 
Wizz-r  GCAAGAAACCTAGAGAAGAGC CDS 195 600 600 
AJ131836.1 N. tabacum acs2 gene, exons 1-4 13 TA 
Acs2-f  TGTGGACATAAAAGTGAGAATCAC 
Acs2-r  ATGCAGTGCCAAAGATAGTAAGA 
421/7017 
hors CDS 281 non non 
AF411856.1 
N. tabacum 
transcriptional 
activator FHA1 
(FHA1) mRNA, 
complete cds 
3 GGA 
+ 8 TGA 
+ 4 GGT 
Fha1-f  CCGCCTATTGGGCCTAAAC 576/801 
Fha1-r  AAAGCTTCAATTTCTGGGCA CDS 251 non non 
AY169493.1 
N. tabacum Knotted-1-
like homeobox protein 
H1 (H1) mRNA, 
complete cds 
4 CA + 
5 GAT 
+4 CAA 
+4 CAA 
H1-f  TGGGTTATAATGGAGATGACAA 175/1360 
H1-r  AAGATTATGGCTCATCCTCACTAC CDS 251 
300-
350-
600-700 
300-
350-
600-700 
AB008892.1 
N. tabacum chn134 
gene for chitinase 134, 
complete cds 
10 AT Chn134-f  TGAGAAATGATACATTCAATCCA Chn134-r  GTGCTCCTGGTAAAACGTACTT 
928/2239 
hors CDS 191 non non 
AY081175.1 
N. tabacum osmotic 
stress-activated protein 
kinase (OSAK) 
mRNA, complete cds 
21 GAA Osak-f  GCTCCAGCTTCCCGTTCAGT Osak-r  TTTGGCTTGTGAAAGACTAGCT 
1548/2030 
CDS/UTR 
3’ 
251 200 200 
AB059832.1 
N. tabacum MARBPF 
mRNA for MAR-
binding protein, 
complete cds 
3 GAA 
+8 GAA 
+ 7 
GAA 
Marbpf-f  AGGAGGTTCCCGTTACTGAAG 
Marbpf-r  AGCGCAGACATTGTTATTATCAAC
1491/1919 
CDS + hors 
CDS 
303 800 800 
AF068724.1 
N. tabacum MADS-
box protein MADS5 
(NtMADS5) mRNA, 
complete cds 
11 TA Mads-f  GTTGCATCTGAAGAAATGTCCT 946/1137 Mads-r  TCATAAATGGAAGGGGAGGT 3’ UTR 221 non non 
AJ011893.1 
N. tabacum mRNA for 
cyclin D3.1 protein 
(CycD3.1) 
5 GAA 
+ 8 
AAC 
D3.1-f  ACAATGAGCAACAAGAACTATCTCA 246/1679 
D3.1-r AAACCCATTGTTGGTTTAACAG CDS 263 800 800 
AJ011894.1 
N. tabacum mRNA for 
cyclin D3.2 protein 
(CycD3.2) 
6 GA + 
6 AAG 
D3.2-f  CTCCTTTTTGGCTCTTCCCA 
D3.2-r  AGGAAGATCGATTCTTGGACG 
70/1431    
hors CDS 261 non non 
Y10022.1 
N. tabacum mRNA for 
CHLD magnesium 
chelatase subunit 
10 GAA Chld-f  TTGAAAACCCACCAGACCAG 1317/2395 Chld-r  GCACAACAAGCACAAAGACG CDS 241 400 400 
Tableau 18 : résultats des PCR obtenues à deux températures d’hybridation différentes  avec 9 couples d’amorces COS (Fulton et al., 2002). 
 
 
N°COS Amorces Tm = 58  °C Tm = 48 °C Séquençage Blast * 
COS 1335 COS1335F TCTTGGTGGGGTGATGAAAT COS1335R TTGTGAGTTGCGATGGTCTC 350 pb 350 pb 
  
COS 1358 COS1358F AGGACAATGCCGACTGAAGA COS1358R TGGATGGATCTATGGTTCTGTG
pas 
d'amplification 
100 pb + 200 
pb 
  
COS 1039 COS1039F GGAGAATTCACCAAGGACGA COS1039R CATTCAAACTCTGCCCACAT 
pas 
d'amplification 
200 pb + 800 
pb 
pas de SNP sur 
200 pb 
non significatif 
COS 1263 COS1263F AATCCCCGCTCAGAAATACC COS1263R AGCATGATAGCCAGGACCAT 
1 bande faible à 
350 pb 350 pb 
séquences 
multiples 
non significatif 
COS 276 COS276F TCCTCGACGCTATGATTCC COS276R GCTCCAGAGCCAAGTGGTTA 
pas 
d'amplification 330 pb 
 
pas de SNP 
GENBANK|AJ551260|NTO551260 Nicotiana 
tomentosiformis region flanking Nicotiana 
tomentosiformis endogenous pararetrovirus, j-locus. 
(Expect = 5e-07) 
COS 270 COS270F CAAAGCTCTCCACCAATTTGA COS270R TCATCAAAGGCATTGCGTAG 
pas 
d'amplification 
pas 
d'amplification 
  
COS 1006 COS1006F ATGTGTGTGTGGTGGGGACT COS1006R TCTGTCGGTTTCCTCGAGTT 
pas 
d'amplification 150 pb+ 550 pb 
  
COS 1106 COS1106F CCTTCGGTAGAAGCATGAGC COS1106R CCAGAAGTGGAAAGCTTGGT 
pas 
d'amplification 500 pb 
 
pas de SNP 
GENBANK|AJ007903|NTA7903 Nicotiana tabacum 
DNA adjacent to H9NP T-DNA left border (Expect = 
4e-05) 
COS 55 COS55F CAAGAGCGAGACGAGGAAGT 
 
COS55R TCATTGGAAGCAAAGGTGAA 
pas 
d'amplification 
250 pb + 400 
pb 
  
* alignement BlastN (http://www.infobiogen.fr/services/analyseq/cgi-bin/blast2_in.pl) sur banque Genbank Plantes 
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étude sur les céréales (Triticum aestivum) a montré que 68 % des amorces définies dans des 
ESTs amplifiaient des fragments de bonne qualité et 53 % étaient polymorphes sur 8 cultivars 
testés (Nicot et al., 2004). Chez le trèfle, 80% des amorces SSR définies dans des ESTs de 
Medicago truncatula amplifient des fragments chez Medicago sativa (Julier et al., 2003). Un 
seul couple d’amorces produit une différence d’amplification entre ITB32 et 4K78, mais 
compte tenu du profil obtenu, ces amorces ne sont pas exploitables : aucune bande n’est 
amplifiée chez ITB32 et une bande faible est amplifiée chez 4K78.  
Ces résultats laissent supposer que moins de 5% des amorces SSR définies sur des ESTs sont 
exploitables en cartographie sur les deux cultivars sélectionnés.  
1.1.2.2 Séquençage de marqueurs COS   
Des amplifications avec neuf des couples d’amorces publiés par Fulton (2002) ont été 
réalisées sur ITB32 et 4K78, avec deux températures d’hybridation. Les fragments amplifiés 
ont été séquencés et comparés.  
Ces amorces, définies sur Arabidopsis pour retrouver leur orthologue sur la tomate, ont 
permis d’obtenir des produits d’amplification dans cinq cas (tab. 18). Avec une température 
d’hybridation de 58°C, seules 2 amorces permettent d’amplifier un fragment. En rendant 
l’amplification moins spécifique, avec une température d’hybridation de 48°C, un seul couple 
d’amorce n’amplifie pas de produit. Quatre amorces COS amplifient des fragments uniques 
dans les 2 variétés et 4 autres amplifient 2 fragments, de tailles bien distinctes. On peut 
supposer que ces deux fragments reflètent la nature amphidiploïde de N. tabacum. Une copie 
correspondrait au gène présent dans le génome de N. sylvestris, et l’autre au gène présent dans 
le génome de N. tomentosiformis. Les tailles très différentes des 2 copies montrent qu’il n’y a 
pas forcément de redondance entre les deux génomes présents chez N. tabacum. Par contre, 
entre ITB32 et 4K78, aucune différence de taille n’est observée.  
Quatre fragments ont été séquencés sur les deux variétés. Les séquences sont identiques entre 
ITB32 et 4K78 pour 3 séquences COS (fig. 40). Le quatrième engendre un grand nombre de 
séquences différentes (fig. 41). Lorsque ces séquences sont alignées avec les banques de 
données de Genbank (séquences de plantes), aucune n’a de ressemblance significative avec 
Arabidopsis thaliana ou la tomate. Dans ces cas, on peut penser que ces séquences sont 
spécifiques du tabac, bien qu’elles ait été amplifiées avec des amorces d’Arabidopsis.  
Sur 9 séquences étudiées, aucune ne permet d’identifier du polymorphisme exploitable entre 
ITB32 et 4K78.  
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Figure 40 : alignement des séquences correspondant au COS1106 chez ITB32 (1, 2) et 4K78 (3, 4) et 
séquence consensus (5). Les séquences sont totalement homologues sur 475 pb. 
Figure 41 : alignement des séquences correspondant au COS1263 d’ITB32 (1, 2) et 4K78 (3, 4) et 
séquence consensus (5). De nombreuses substitutions existent entre les deux variétés, mais aussi au sein 
d’une même variété, ce qui laisse supposer la présence de plusieurs copies différentes dans le génome. 
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Accession Genbank: 
gi|1401267|gb|U59812.1|NTU59812[1401267] 
Nicotiana tabacum ornithine decarboxylase (Nt-odc) mRNA, partial cds 
 
  1 ggcacgagat gcccaatggg cccgaaatac ggcgcgcttc cagaagaagt cgacccgctg 
       61 ctccgggcag ctcaagccgc ccgtctcacc gtatccggcg tctcattcca catcggtagc 
      121 ggagatgccg attcaaacgc ttatctcggc gccatagccg cggctaagga agtgtttgaa 
      181 acagctgcta aactcgggat gtcgaaaatg actgttctag acgtcggcgg cgggtttaca 
      241 tccggccacc agttcacaac cgccgccgtc gccgttaaat cagctttaaa acaacacttc 
      301 gatgacgaac cggagttgac aatcatagct gaaccgggtc ggttttttgc agagacggcg 
      361 tttactttgg caacgacgat tatagggaaa agagtgaggg gtgaattgag ggagtattgg 
      421 attaacgacg ggctgtacgg ttcgatgaac tgtgtacttt acgaccatgc gacggtgaat 
      481 gcaacgccgt tagctgttct gtcgaatcgt agtaacgtta cctgcggcgg gtcgaaaacg 
      541 tttccgacga ctgtgtttgg gcccacttgt gatgctcttg atactgtttt aagggattac 
      601 cagttaccgg agctgcaggt taatgattgg ctggtttttc ctaatatggg tgcttacact 
      661 aaagctgctg ggtccaattt taatggattt aatacttccg ccattgttac tcacctcgct 
      721 tattcttatc caagctgatg aaccacctgt attaggaatt actaccgtgg ttttgatggt 
      781 tttttccttt tttgggtatc ttttttttaa ttttgttgtt tttggtagta atttatattc 
      841 caaatcagct tgtaattctc ttgtatgcca taagaatgta aggatttgct aattgtgatt 
      901 ttctctaata tggaagtttt taaaattagt ttaaaaaaaa aaaaaaaaaa aa 
 
UTR8-F    GCTGTCTGATTCTTGGGTGGACCGGAGCTGCAGGTTAATG 
UTR8-R      GACTGCGTACAGCTCACCCTTCCATATTAGAGAAAATCAC 
 
 
 
Figure 42 : définition d’amorces UTR dans la séquence ARNm pour la détection de polymorphisme par SSCP. 
La région définie comme UTR 3’ est représentée en caractères rouges. Une amorce est définie en amont de la 
région UTR (UTR8-F,  surlignage jaune) et l’autre à l’intérieur la région UTR, en 3’ (UTR8-R, surlignage bleu). 
En 5’ de chaque amorce, un oligonucléotide d’environ 20 nt est ajouté (en italique). Ces « rallonges » sont 
complémentaires d’amorces universelles marquées servant pour toutes les régions UTR testées. 
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1.1.2.3 Polymorphisme SNP : application aux marqueurs UTR  
La technique SSCP a été utilisée afin d’essayer de détecter du polymorphisme SNP dans les 
régions UTR 3’ (Vysotskaia et al., 2001 ; Zhu et al., 2003). Les régions UTR (Untranslated 
Terminal Region) ne sont pas traduites. Elles semblent moins conservées entre variétés que 
les régions traduites. Des marqueurs polymorphes peuvent être obtenus en comparant de 
façon ciblée les séquences des régions 3’UTR de gènes disponibles dans les bases de données. 
Pour cela, des amorces ont été définies dans des ESTs de tabac dont la région UTR 3’ est 
déterminée. Une amorce est ancrée dans la partie traduite et l’autre dans la partie UTR 3’ (fig. 
42). Les produits d’amplification PCR de ces régions sont comparés par SSCP (fig. 43).  
Vingt et une régions UTR ont été étudiées, toutes sont correctement amplifiées, et 19 ne 
produisent aucun polymorphisme entre les deux variétés ITB32 et 4K78 (tab. 19). Les UTR 
12 et 16 ne produisent de fragments amplifiés que dans l’une des deux variétés choisies, mais 
ce ne sont pas des SNP à moins que le polymorphisme ne soit situé au niveau d’une des 
amorces.  
1.2 Conclusion  
Les techniques de révélation en masse de marqueurs moléculaires ont été plus efficaces que 
les techniques s’appuyant sur les banques de données. Les techniques AFLP, ISSR et SSAP 
ont permis de détecter respectivement 146, 13 et 15 marqueurs polymorphes entre ITB32 et 
4K78. 
Si l’on considère que 30 séquences de tabac ont été analysées parmi les SSR, COS et SNP, et 
que seulement deux pourraient être exploitables en cartographie (polymorphisme détecté par 
SSCP mais pas de type SNP), le polymorphisme entre les deux variétés s’élève à moins de 6.7 
%. Le caractère codant des ESTs les rend potentiellement moins variables car elles sont 
soumises à la sélection. Par conséquent, ces voies d’études ont été abandonnées car peu 
efficaces. 
Compte tenu du temps nécessaire à l’obtention de marqueurs individuels à partir de banques 
de données, et du coût relativement élevé pour un nombre d’amorces testées moins important, 
les techniques de révélation en masse du polymorphisme (AFLP, ISSR et SSAP) sont plus 
adaptées au tabac.  
 
  
 
 
 
 
Figure 43 : exemple de profil SSCP. La région 3’UTR du gène de l’ornithine décarboxylase a été 
amplifiée chez ITB32 (haut) et 4K78 (bas), et analysée sur ABI3100 par SSCP. Un standard interne 
est représenté en rouge (LIZ500). Plusieurs pics de couleur vert ou bleu sont obtenus, qui peuvent 
montrer plusieurs copies du gène ODC. Cependant, les profils obtenus avec ITB32 et 4K78 sont 
identiques, quelle que soit la température de migration testée, ce qui montre qu’il n’y a aucune 
différence de séquence détectable dans la région 3’UTR amplifiée. 
Tableau 19 : séquences de tabacs dans lesquelles des amorces UTR 3’ ont été définies, taille attendue pour le 
fragment amplifié et pics obtenus sur ITB32 et 4K78.  
 
 
Accession Définition 
Nom 
UTR Amorces 
Taille 
attendue 
Pics 
SSCP 
AB006040 N. tabacum mRNA for truncated protein of heat shock protein 26 (Type II), complete cds. UTR 1
UTR1-F CTGAACTGAAGAATGGAGTTC 
UTR1-R CCGTAGCTCAAACTATGCTC 189 3 
AB009883 N. tabacum mRNA for KED, complete cds. UTR 2 UTR2-F ACTTAGCCGTGGT TGAGAGT UTR2-R GCAAGTATATCATCTCTATTC 202 2 
AB015762 N. tabacum CYP82E1 mRNA for cytochrome P450, complete cds. UTR 3
UTR3-F GG TCTAACTTTACCTAAGAAG 
UTR3-R GGATTACAATCACTTATTAGTA 209 3 
AB055515 N. tabacum mRNA for NRK1 MAPK, complete cds. UTR 4
UTR4-F GACATAAAGGAGCTCATATGG 
UTR4-R CTCATGATCTGTTTACAAAGAG 335 3 
AB110952 N. tabacum adc mRNA for arginine decarboxylase, complete cds. UTR 5
UTR5-F GAATCTGCTGCAGCTGAAG 
UTR5-R GCATTTAATAAGACGGGG 251 3 
D28506 N. tabacum mRNA for putrescine N-Methyltransferase, complete cds. UTR 6
UTR6-F GATATTCACAAAGCAGCATTC 
UTR6-R GATTCAAAACTTCAGCAGGA 260 5 
M97194 N. tabacum protein SAR8.2a mRNA, complete cds. UTR 7
UTR7-F GGCAAAA TCATTGGCAAAGC 
UTR7-R GGTTTCAAATATCACGTGAC 325 4 
NTU59812 N. tabacum ornithine decarboxylase (Nt-odc) mRNA, partial cds. UTR 8
UTR8-F CCGGAGCTGCAGGTTAATG 
UTR8-R CTTCCATATTAGAGAAAATCAC 310 4 
AB024511 N. tabacum mRNA for TMV response-related gene product, complete cds. UTR 9
UTR9-F CTGAATCAGGAACTAATGGC 
UTR9-R CAAAGAGCAAGTCTTCCGTA 271 2 
AB024600 N. tabacum mRNA for NtPRp27, complete cds. 
UTR 
10 
UTR10-F CGCATAGCCTAACTAGATCG 
UTR10-R CCTTAACAACGCATGGGTG 201 1 
AB026055 N. tabacum Ntubc1 mRNA for ubiquitin-conjugating enzyme (E2), complete cds. 
UTR 
11 
UTR11-F ACTGACTTCTCCCGCACTC 
UTR11-R CCATGGAACAACCTCATAC 263 2 
AB027752 N. tabacum mRNA for peroxidase, complete cds, clone:tpoxC1 
UTR 
12 
UTR12-F GCCGTAGGCTCAATTAACG 
UTR12-R GTAACATACATTGAACCTGC 256 
4K78 1 
ITB32 0 
AB032530 N. tabacum B29 mRNA for beta-1,3-glucanase-like protein 
UTR 
13 
UTR13-F GCTGATT GCCGTCCGAT TC 
UTR13-R AGAATGTCCATCCCTGGGC 307 1 
AB038494 N. tabacum QAPRT mRNA for quinolinate phosphoribosyltransferase, complete cds. 
UTR 
14 
UTR14-F GATACAGAGC TCGCCCTTG 
UTR14-R f CCAACTCAAGCAATAAGGTTG 225 3 
AB041352 N. tabacum cig3 mRNA, complete cds. UTR 15 
UTR15-F GGAGAATGTCCTCTAGCC 
UTR15-R GCATGGCATGGCACAACTC 331 1 
AB041515 N. tabacum NtEIG-E80 mRNA, complete cds. UTR 16 
UTR16-F GATGTAGCTGATGCTCCAGC 
UTR16-R CAACAAATCCAAGGGAATTAG 201 
4K78 0 
ITB32 1 
AB041520 N. tabacum mRNA for WRKY transcription factor NtEIG-D48, complete cds. 
UTR 
17 
UTR17-F TCACCAGCTG CTCATGTCC 
UTR17-R GAAAAGTACCCACTATGTTGC 283 2 
AB049816 N. tabacum ipi2 mRNA for isopentenyl diphosphate isomerase 2, complete cds. 
UTR 
18 
UTR18-F GACTATCCAGGAAGCTGC 
UTR18-R TCCAAGCACAAAGCAAGAAG 266 2 
AB050628 N. tabacum mRNA for elicitor inducible beta-1,3-glucanase NtEIG-E76, complete cds. 
UTR 
19 
UTR19-F CGT TGTCACTCAA CATCCC 
UTR-19-R GACCAAACGTCCACCTACG 241 1 
AB050838 N. tabacum mRNA for calmodulin NtCaM2, complete cds. 
UTR 
20 
UTR20-F GGAGTTTGTTCGCATGATGC 
UTR20-R CTTTGGATGGGCAAGGGAC 224 1 
AB052558 N. tabacum NTGT1b mRNA for glucosyltransferase, complete cds. 
UTR 
21 
UTR21-F ATCATATGTAGCTCTTGGGC 
UTR21-R CGGTACATTAAGCTCTCGC 216 2 
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2 Détection de QTLs 
Le protocole d’expérimentation est constitué de 114 lignées F6 (22 plantes par lignée), toutes 
représentées dans 3 blocs randomisés (ou 3 répétitions), contenant chacun les deux parents 
(22 plantes par parent) en 2 exemplaires (Matériel et Méthodes).  
En annexe I, les différentes étapes de l’expérimentation en plein champ sont illustrées en 
photos, du semis jusqu’à l’obtention de tabac sec ou « scaferlati » pour la confection de 
cigarettes. 
2.1 Les mesures et analyses réalisées sur les RILs  
Une expérimentation au champ a été conduite pendant l’année 2004. Des mesures ont été 
réalisées en plein champ sur la plante entière, ou sur les récoltes après la cueillette. Des 
analyses chimiques ont été réalisées sur la feuille, et des expérimentations de fumage ont 
permis de déterminer certaines propriétés de la fumée. 
2.1.1 Les mesures réalisées en plein champ 
Une partie des mesures est réalisée au champ, sur plante entière. Plusieurs critères 
morphologiques peuvent intéresser les planteurs de tabac. Parmi les plus importants 
actuellement, l’aptitude au bourgeonnement haut ou bas est particulièrement intéressante car 
elle pose divers problèmes. L’écimage des tabacs a une action positive sur le rendement, sur 
la qualité du tissu et la composition chimique. Il provoque en contrepartie une pousse rapide 
des bourgeons axillaires latents, qu’il est nécessaire de contrôler par un traitement inhibant, 
afin de ne pas perdre le bénéfice de l’écimage. Des variétés qui ont une faible aptitude au 
bourgeonnement sont par conséquent recherchées. Les bourgeons partant du pied de la plante 
sont quant à eux un facteur limitant pour la mécanisation de la récolte des étages bas. La 
précocité de floraison est aussi un critère d’intérêt, puisqu’elle est directement liée à la date 
d’écimage. La couleur du tabac conditionne la durée de végétation, des tabacs de couleur trop 
foncée n’atteignent pas toujours la maturité.  
2.1.2 Les mesures réalisées à la récolte et à l’expertise 
Certains caractères sont mesurés sur les 4 étages de la récolte du tabac, comme la durée de 
végétation, qui détermine le nombre de jours séparant le repiquage des plants de tabacs au 
champ et la récolte à maturité de l’étage foliaire concerné. La date de récolte conditionne le 
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rendement, la qualité physique et la qualité chimique de la feuille. Un contrôle de la durée de 
végétation peut permettre de mieux organiser la récolte.  
Après le séchage des feuilles en four, chaque récolte est pesée afin de déterminer le 
rendement de la lignée et une expertise est réalisée sur un ensemble de critères relatifs à la 
couleur, la texture, l’homogénéité et le développement des feuilles. Un développement 
important des feuilles (largeur et longueur) est recherché car il donne ainsi un tabac plus 
« chevelu » (longueur des lanières de tabac haché), et par la suite les débris et les pertes en 
fabrication sont moins élevés. La qualité du tissu (épaisseur, grain, résistance…) est 
importante puisqu’elle conditionne le comportement du tabac au cours des différentes 
manipulations. Par exemple, un tabac gommeux, riche en résines, est plus long à fermenter, 
peut se détériorer ou encore empêcher la mécanisation du capage des cigares.  
2.1.3 Les analyses chimiques 
Les mesures chimiques sont réalisées sur chaque famille de lignées et dans chaque bloc, sur 
un échantillon obtenu au pro rata des 4 récoltes.  
Afin de déterminer la qualité chimique de la feuille, deux types d’analyses ont été réalisées 
sur les RILs : une analyse par NIRS (Near Infrared Spectrometry) des critères habituellement 
recherchés en sélection sur les tabacs de type Virginie, et une analyse plus précise des 
alcaloïdes totaux et de certains alcaloïdes en particulier, qui sont à l’origine de la formation 
des NAST (anabasine, anatabine, nornicotine), par HPLC (High Performance Liquid 
Chromatography).  
Des mesures telles que la nicotine et les alcaloïdes totaux sont redondantes entre les deux 
méthodes.  
Ces analyses doivent permettre d’établir des liens entre la composition de la feuille et la 
qualité de la fumée. Les teneurs en sucres réducteurs, en certains acides aminés comme la 
proline et l’asparagine, en acides organiques (acide citrique, acide malique), en chlore, en 
composés extraits à l’éther de pétrole, en azote total et en polyphénols sont déterminées. Des 
valeurs relatives à la cigarette sont aussi prédites (l’alcalinité totale des cendres, la teneur en 
cendres, le condensat brut, la teneur en goudrons (mg/cigarette), le pourcentage de matière 
sèche de la poudre et le poids de tabac en mg dans une cigarette. Une prédiction de l’activité 
spécifique (test d’Ames, en nombre de révertants par mg de condensat brut d’une cigarette) 
est aussi obtenue par NIRS. La teneur en goudrons et l’activité spécifique sont les deux 
principales cibles à réduire dans le tabac. 
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2.1.4 Les analyses sur la cigarette 
Des cigarettes réalisées avec le tabac de chaque famille de lignées sont réalisées à partir des 
trois blocs confondus. Les propriétés de la cigarette concernent des caractéristiques physiques 
telles que le pouvoir de remplissage du tabac (mg/cigarette), la densité de remplissage (g/l), la 
compacité, le nombre de bouffées nécessaires au fumage, mais aussi des caractéristiques 
chimiques telles que la teneur en monoxide de carbone, en goudrons, en nicotine 
(mg/cigarette) et la phase particulaire totale (mg/cigarette). Une mesure spécifique des 
benzo[a]pyrène (b[a]p, ng/cigarette) est réalisée à partir d’un nouveau fumage du même lot de 
cigarettes, par chromatographie GC/MS.  
2.2 Etude statistique des données collectées sur les RILs 
2.2.1 Introduction 
Trois types de données, fonctions du type de mesures réalisées, sont disponibles. Certaines 
données ont été obtenues sur les 114 lignées pour chaque étage et chaque répétition (durée de 
végétation, poids des récoltes, qualité). Une autre partie des mesures a été réalisée au champ, 
sur les plantes entières et sur les trois répétitions (type de morphologie, couleur au champ, 
bourgeonnement bas et date de floraison). Les données chimiques obtenues par NIRS ou 
HPLC ont aussi été réalisées sur plante entière, mais les échantillons ont été obtenus au pro 
rata du poids de chaque cueillette. 
Enfin, les mesures concernant le fumage (goudrons, b[a]p) sont uniques pour chaque famille 
de lignées car réalisées sur un lot de cigarettes résultant du mélange des trois répétitions, tous 
les étages confondus, à partir du tabac restant après échantillonnage pour le NIRS et l’HPLC. 
Les données issues des analyses des 114 RILs ainsi que des parents 4K78 et ITB32 ont été 
étudiées de façon systématique. Plusieurs types d’analyses statistiques ont été utilisés afin 
d’évaluer la cohérence des résultats obtenus (détection d’erreurs), la distribution des données 
et l’influence de l’environnement sur les résultats. Des tests descriptifs ont été réalisés sur la 
moyenne des trois blocs. Ils permettent de détecter les lignées particulières, les erreurs et la 
distribution des données pour chaque variable. Des analyses de variances permettent d’étudier 
l’influence des lignées, des blocs et des étages sur les variables, et d’estimer la valeur 
génétique. Enfin, des analyses de corrélations permettent d’étudier les relations des variables 
entre elles, sur la base de moyennes ajustées. 
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 Figures 44 : graphes de densité sur les moyennes tous blocs confondus des durées de végétation 
des étages 1 (basses) à 4 (médianes supérieures). Les étages 1 (DV1) et 2 (DV2) ne suivent pas 
une distribution gaussienne. Le comportement du caractère tend vers la bimodalité dans les étages 
supérieurs, avec l’apparition progressive de 2 sommets sur les graphes. Un nombre de gènes réduit 
pourrait être impliqué. 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 45 : histogramme des effectifs sur la moyenne tous blocs 
confondus de la durée de végétation sur l’étage 4. Les lignées 
tendent à se classer en deux types. Elles pourraient être triées en 
deux classes, la première classe regroupant les lignées précoces avec 
des durées de végétation de 89 à 109. La deuxième classe 
contiendrait les lignées tardives avec des durées de végétation 
supérieures à 109. On peut supposer que le nombre de gènes 
régulant la durée de végétation est réduit.  
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2.2.2 Description de la répartition des moyennes des RILs 
Une description des données moyennes sur les trois blocs est résumée en annexe II. Des 
mesures de tendance centrale, des mesures de variabilité et des mesures de forme sont 
incluses. Les coefficients d’aplatissement standardisé et d’asymétrie standardisée permettent 
d’évaluer si la répartition des moyennes suit une loi normale. 
2.2.2.1 Caractères pour lesquels les RILs se répartissent selon une loi normale 
Pour la plupart des caractères étudiés, les moyennes des RILs suivent une répartition 
gaussienne, comme par exemple le bourgeonnement haut, le développement des feuilles des 
étages 2, 3 et 4, le poids total et la plupart des mesures chimiques. Ceci suggère que ces 
caractères sont déterminés par un grand nombre  de gènes.  
2.2.2.2 Caractères pour lesquels la répartition des RILs n’est pas Gaussienne 
Une répartition tendant vers la bimodalité pour la durée de végétation et le type de tabac est 
observée.  
Pour la durée de végétation, cette bimodalité est d’autant plus marquée que les étages les plus 
hauts sont considérés (fig. 44). L’histogramme des effectifs sur la durée de végétation de 
l’étage 4 semble classer les lignées en deux groupes (fig. 45). La durée de végétation de 
l’étage 1 correspond à la date de la première récolte. La récolte démarre simultanément pour 
une majorité des tabacs. Les étages supérieurs sont plus discriminants pour les lignées : plus 
les récoltes sont tardives (étages supérieurs), plus les différences entre lignées se creusent et 
plus les notes de la durée de végétation sont étalées.  
Si le type de tabac (tendance 4K78, ITB32 ou intermédiaire) est pris en compte dans l’analyse 
de la durée de végétation, les lignées de type intermédiaire entre les deux parents ont une 
durée de végétation courte, proche de de celle de 4K78 (fig. 46). La durée de végétation 
semble donc fortement influencée par le type de tabac. De plus, la notation de type montre 
que les lignées de type 4K78 sont majoritaires (50%) par rapport aux lignées de type ITB32 
(25%) ou intermédiaires (25%) (fig. 47). Ceci suggère qu’un petit nombre de gènes, dont 
l’allèle dominant est chez 4K78 et l’allèle récessif est chez ITB32, ont un effet important sur 
le type et la durée de végétation.  
Deux autres caractères ont des répartitions non symétriques, la plupart des lignées ayant des 
valeurs faibles, alors qu’un petit nombre a des valeurs plus élevées : le bourgeonnement bas et 
la teneur en nornicotine.  
Figure 46 : représentation graphique de la durée de végétation moyenne en 
fonction du type de tabac : tendance 4K78, ITB32 ou type intermédiaire 
(INTER). Les lignées classées tendance 4K78 sont précoces alors que les 
lignées classées ITB32 sont tardives. Les lignées à port et morphologie 
intermédiaires entre les deux parents ont une durée de végétation moyenne, 
plus proche de 4K78 cependant. 
Figure 47 : représentation graphique de la proportion de chaque type de 
tabac dans la descendance F6. La moitié des lignées F6 ont une 
morphologie de type 4K78, un quart environ est de type ITB32 et un 
quart est intermédiaire entre les deux types parentaux. Les lignées 
annotées « autres » représentent des lignées atypiques, ne présentant pas 
de ressemblance avec l’un ou l’autre type parental. Des caractères de 
4K78 semblent dominants par rapport à ceux d’ITB32. 
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La notation de bourgeonnement bas varie de 0 pour les variétés qui n’ont aucun bourgeon à 5 
pour les variétés qui ont beaucoup de bourgeons. Or, 80% des notes sont inférieures ou égales 
à 2. Ce type de bourgeonnement est dépendant d’une inhibition des bourgeons axillaires par le 
bourgeon apical, au moment de la reprise après plantation. L’expérience en sélection tabac 
montre que les printemps froids sont associés à de plus grandes tendances au bourgeonnement 
bas. Par ailleurs, certaines variétés y sont plus sensibles que d’autres. Les conditions 
environnementales de l’essai (printemps plutôt chaud en 2004) ont probablement permis à la 
plupart des lignées d’exercer une dominance apicale stoppant le bourgeonnement bas, d’où la 
répartition non gaussienne des moyennes. Dans des conditions plus froides, il est possible que 
le caractère se soit plus exprimé, contribuant à une répartition des moyennes plus proche de la 
loi de Gausse. 
Comme déjà cité dans l’introduction, la part génétique de la conversion de la nicotine en 
nornicotine dépendrait d’un seul gène, codant pour une déméthylase. Bien que les parents 
soient peu différents pour la teneur en nornicotine, il existe dans la population F6 quelques 
lignées très riches en nornicotine parmi une majorité de lignées à faible conversion. 
L’apparition de lignées à conversion dans une population de non convertisseurs est un 
phénomène fréquemment observé en sélection tabac, pouvant être dû à l’excision d’un 
élément transposable dans le génome (Hashimoto et Yamada, 1994).  
2.2.2.3 Caractères pour lesquels la répartition des moyennes n’est pas Gaussienne : lignée 
présentant des données atypiques 
Pour l’asparagine, la proline et l’acide citrique, ce phénomène est dû à une lignée particulière, 
la numéro 111, qui présente des valeurs très au dessus de la moyenne (fig. 48). Cette lignée a 
aussi des valeurs extrêmes supérieures pour le chlore, l’alcalinité des cendres, les cendres, 
l’azote, l’activité spécifique et extrêmes inférieures pour les alcaloïdes, le condensat brut, les 
goudrons, les sucres réducteurs, les polyphénols, mais la normalité est respectée.  
2.2.3 Analyses de variances 
2.2.3.1 Effets lignées, blocs et étages 
Une analyse de variance globale à 3 facteurs (avec interactions) est réalisée sur le 
développement (Dév), la durée de végétation (DV), la qualité (N), et le poids (PDS) pour 
estimer les effets lignées, blocs et étages.  
Cette analyse a pour but de déterminer les facteurs qui ont un effet significatif sur le caractère 
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Figure 48 : graphes en nuage de points des teneurs moyennes tous blocs confondus en asparagine et en 
acide citrique pour toutes les lignées. Le cercle rouge indique la position de la lignée 111, qui a des 
valeurs extrêmes pour ces deux caractères. 
Tableau 20 : analyse de variance à 3 facteurs (lignées, blocs et étages) avec interactions sur les notations 
effectuées sur les 4 étages de la cueillette (développement, durée de végétation, qualité et poids). Les valeurs 
des tests F (F) et des probabilités (P) sont indiquées. 
Variable tout 
étage confondu Développement  Durée de vegetation Qualité Poids (rendement) 
Analyse de 
variance F P F P F P F P 
EFFETS 
A:Lignées    
B:Etage      
C:Bloc 
 
INTERACTIONS 
AB           
AC           
 
10.52 
 88.92 
130.49 
 
 
  1.22 
  2.06 
  2.53 
 
0.0000 
0.0000 
0.0000 
 
 
0.0145 
0.0000 
0.0197 
 
 58.44
5820.86
 116.21
   3.02
   4.09
   2.71
 
 0.0000
 0.0000
 0.0000
 0.0000
 0.0000
 0.0130
19.32
239.99
200.13
  2.51
  4.67
  4.37
 
0.0000  
0.0000  
0.0000  
 
 
0.0000  
0.0000  
0.0002 
 
   8.05  
1847.39  
  82.67  
 
 
   2.50  
   1.25  
  28.60  
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0168
0.0000BC           
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étudié, et également de tester s’il y a des interactions significatives entre les facteurs. Les tests 
F dans le tableau de l’ANOVA permettent d’identifier les facteurs significatifs. Le tableau de 
l’ANOVA décompose la variabilité du caractère étudié en contributions dues aux divers 
facteurs. Comme la somme des carrés de type III a été choisie, la contribution de chaque 
facteur est mesurée après élimination des effets des autres facteurs. Les valeurs des 
probabilités testent la signification statistique de chacun des effets des facteurs. Les résultats 
sont présentés dans le tableau 20. 
Comme les valeurs des probabilités des F sont inférieures à 0,05, les facteurs lignées, étages 
et blocs ont un effet significatif sur le développement, la durée de végétation, la qualité et le 
poids au niveau de confiance de 95,0%.  
Un effet bloc très important est constaté. L’effet étage est très important pour la durée de 
végétation et le poids, puisque la récolte se fait par étage en fonction du temps. Le poids de 
chaque étage varie car le nombre de feuilles récoltées est différent en fonction de l’étage. 
2.2.3.2 Influence de l’étage sur les caractères Dév, DV, N, PDS 
Le poids de l’étage 4 est supérieur aux poids des étages 1 à 3, en effet l’étage 4 possède plus 
de feuilles que les autres étages. La durée de végétation des blocs 1 et 3 est sensiblement la 
même, le bloc 2 est un peu plus précoce (fig. 49). Le bloc 1 a permis une récolte plus 
importante en poids que les blocs 2 et 3. Le bloc 1 a fourni des feuilles de qualité supérieure 
au bloc 2, lui-même supérieure au bloc 3 (fig. 50), ce qui peut être relié au gradient dans 
l’apparition des viroses constatées sur le terrain. Ces viroses étaient beaucoup plus fréquentes 
dans le bloc 3. 
En moyenne, la qualité des étages 3 et 4 (feuilles médianes et médianes supérieures) est 
inférieure à celle des étages 1 et 2 (feuilles basses et cutters) (fig. 51). Si les lignées sont 
classées par précocité (ou par DV croissante), une qualité supérieure des lignées précoces est 
observée par rapport aux lignées tardives (fig. 52). De plus, une interaction entre précocité et 
étage est très nette, car les étages bas (étage 1) sont relativement bien notés chez les variétés 
tardives, ce qui n’est pas le cas chez les variétés précoces. Les étages 2, 3 et 4 sont notés de la 
même manière quelle que soit la précocité. 
 
 
Une analyse de variance à deux facteurs (lignées et blocs) a été réalisée en fonction de l’étage. 
Les résultats sont présentés dans le tableau 21. On constate que le haut de la plante est plus 
apte à mettre en évidence les différences entre lignées que les étages bas : la valeur du test F 
augmente avec les étages supérieurs. Un mécanisme physiologique très général chez les 
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 Figure 49 : représentation graphique de la durée de végétation tout étage confondu en fonction du 
bloc. La durée de végétation est sensiblement égale pour les blocs 1 et 3, un peu réduite  pour le 
bloc 2, avec 3 jours de moins en moyenne. 
 
 
 
Figure 50 : représentation graphique de la qualité tout étage confondu en fonction du bloc. La 
qualité est sensiblement égale pour les blocs 1 et 2, elle est nettement inférieure pour le bloc 3, 
avec une notation moyenne de 32 contre 42 et 46 pour les blocs 1 et 2. 
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Figure 51 : représentation de la qualité en fonction de l’étage foliaire et des lignées de 1 à 120, ainsi 
que des parents (200 = 4K78 et 300=ITB32, à droite). En général la qualité de l’étage le plus haut 
(médianes supérieures) est inférieure. Les meilleures notations de qualité sont attribuées aux étages 
des feuilles basses et des cutters, les médianes sont intermédiaires. 
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 Figure 52 : représentation graphique de la qualité en fonction de l’étage et en fonction de la précocité 
des lignées. Les lignées sont triées en 6 classes, des plus précoces (à gauche) vers les plus tardives (à 
droite). La qualité décroît chez les lignées tardives pour les étages cutters, médianes et médianes 
supérieures. Au contraire, l’étage le plus bas (étage 1), est mieux noté chez les lignées tardives. 
  
Tableau 21 : Analyse de variance à 2 facteurs (lignées et blocs) en fonction de l’étage foliaire pour les 
caractères développement, durée de végétation, qualité et poids. Toutes les valeurs de probabilité P sont 
inférieures à 0,05 (non représenté). 
Seules les valeurs des tests de Fisher sont montrées pour les lignées et les blocs. On constate que les F ont 
tendance à augmenter pour les étages hauts, ils sont supérieurs pour l’étage 4 ou sur le total pondéré.   
 
 
Tableau 22 : analyse de variance à 2 facteurs (lignées et blocs) sur les notations concernant l’ensemble de la 
plante (notations au champ, NIRS et HPLC). Les valeurs des tests de Fisher (F) et des probabilités (P) sont 
représentées.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Etage / Etage 1 
Basses 
Etage 2 
Cutters 
Etage 3 
Médianes 
Etage 4 
Médianes 
supérieures 
Total (tot) ou total 
pondéré par le 
poids (pnd) Caractère 
Développement  
 
Durée de végétation  
 
Qualité 
 
Poids 
 
F Lignées 
F BLOC 
F Lignées 
F BLOC 
F Lignées 
F BLOC 
F Lignées 
F BLOC 
  2,63
18,12
4,40
18,48
3,36
11,41
2,41
8,28
2,89
20,12
7,72
14,37
2,98
24,99
3,37
2,75
2,31
33,23
10,20
16,81
3,97
51,64
2,39
18,14
3,47 
39,82 
15,28 
21,59 
4,37 
35,58 
4,19 
53,74 
9,53 (pnd)
20,53  
4,32 (pnd)
44,40
6,05 (tot)
60,46
Notation au 
champ Bourgeons bas 
Couleur au 
champ Floraison Type 
Bourgeons 
hauts Taux de côtes 
F Lignée 
F Bloc  
 
P (F Lignées) 
6.98 
0.11 
 
0.0000 
0.8986 
5.15 
7.67
0.0000
0.0006
2.27
10.54
0.0000
0.0000
3.75
0.36
0.0000
0.5486
1.69 
0.00 
 
0.0024 
1.0000 
18.49
48.92
0.0000
0.0000P (F BLOC) 
NIRS Alcaloï-des 
Aspara-
gine 
Alcalini-
té 
Conden-
sat brut Cendres 
Acide 
citrique Chlore 
Extraits 
éther de 
pétrole 
Goudrons 
F Lignées 
F BLOC 
 
  2.77 
 15.62 
 
0.0000 P (F lignées) 
P (F BLOC) 0.0000 
  3.84 
  2.99 
 
0.0000 
0.0523 
  3.90 
 21.16 
0.0000 
0.0000
  4.02
 14.70
0.0000
0.0000
  4.18
 16.13
0.0000
0.0000
  2.18
 27.66
0.0000
0.0000
  2.07 
 77.29 
 
0.0000 
0.0000 
  1.84 
 26.59 
 
0.0000 
0.0000 
   4.84
   3.86
 0.0000
 0.0223
NIRS Nicoti-ne Acide malique 
Matière 
sèche 
Azote 
total 
Activité 
spécifique
Poids de 
tabac /cig.
Polyphé-
nols Proline 
Sucres 
réducteurs
F Lignées 
F BLOC 
 
   3.22 
  18.68 
 
 0.0000 
 0.0000 
  3.22 
 18.68 
 
0.0000 
0.0000 
   1.78
   4.96
0.0001 
0.0077
  3.66
 38.50
0.0000
0.0000
  3.94 
 64.35 
0.0000 
0.0000
  3.10
 29.97
0.0000
0.0000
  2.48 
 16.48 
 
0.0000 
0.0000 
  4.31 
 40.02 
 
0.0000 
0.0000 
  3.56 
 32.76 
0.0000
0.0000
P (F lignées) 
P (F BLOC) 
HPLC Anabasine Anatabine Alcaloïdes totaux 
Matière 
sèche Nicotine Nornicotine 
F Lignées 
F BLOC 
 
6.99
31.52
0.0000P (F lignées) 
P (F BLOC)  0.0000
10.97 
37.13 
 
0.0000 
0.0000 
4.28
25.81
0.0000
0.0000
2.66
13.20
0.0000
0.0000
4.79 
22.27 
 
0.0000 
0.0000 
12.75 
3.32 
 
0.0000 
0.0379 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Figures 53 : moyennes et intervalles à 95% des teneurs en chlore, en proline, en azote, et de 
l’activité spécifique  en fonction du bloc.   
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végétaux consiste, lorsque les conditions sont limitantes, à sauvegarder les feuilles les plus 
jeunes au détriment des plus agées. Ici les feuilles jeunes correspondent aux étages hauts.  
Dans l’essai, des microvariations environnementales inévitables peuvent induire des 
conditions limitantes (stress), qui vont impacter en priorité les étages bas. Comme ces 
variations ne se répartissent ni suivant les blocs, ni suivant les lignées, elles génèrent une 
variation résiduelle au niveau de l’analyse de variance surtout pour les étages bas (F blocs et F 
lignées plus faibles). Cette observation est habituelle dans les essais de tabac de type Virginie 
lorsqu’on dispose des données par étage. 
2.2.3.3 Etudes des caractères tous les étages confondus sur 3 blocs  
Les résultats sont présentés dans le tableau 22. L’effet lignée est significatif pour tous les 
critères (P value<0.05). Il n’y a pas d’effet bloc pour le bourgeonnement bas et haut ni pour le 
type, alors qu’il est important pour la floraison, la couleur et le taux de côtes. Il existe un effet 
lignée pour tous les critères chimiques, avec un effet bloc très important, particulièrement 
pour les teneurs en chlore, en azote, en proline et pour le pouvoir mutagène. Les teneurs en 
azote, proline et l’activité spécifique augmentent du bloc 1 au bloc 3, alors que la teneur 
moyenne en chlore est plus élevée dans le bloc 2 (fig. 53). L’expérience montre que les 
teneurs en azote, proline et l’activité spécifique sont positivement corrélées chez les tabacs de 
type Virginie. Les augmentations synchrones de ces trois critères montrent que le dispositif en 
bloc contrôle une partie de l’effet du milieu.  
Les viroses ont pour effet une augmentation de la teneur en azote, ce qui est cohérent avec ces 
observations puisque le bloc 3 est le plus affecté.  
Les plus faibles valeurs pour le taux d’alcaloïdes, les extraits à l’éther de pétrole, l’alcalinité 
des cendres, l’acide malique, le taux de cendres sont trouvées dans le bloc 2, alors que le bloc 
3 présente les plus fortes valeurs pour ces caractères.  
 
Il existe un effet signifcatif des lignées sur tous les caractères considérés, ce qui permet 
d’estimer leur valeur génétique à partir de l’analyse de variance. 
2.2.4 Estimation de la valeur génétique des individus   
2.2.4.1 Principe 
Il s’agit d’estimer la “ valeur génétique ” d’un individu (une variété ou une famille de plantes, 
correspondant à un arrangement particulier de gènes ou génotype) à partir d’observations sur 
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son phénotype.  
La valeur génétique est considérée comme étant l’expression du génotype, dans un 
environnement fixe et donné, et en l’absence de toute erreur expérimentale.  
Dans la pratique il n’est jamais possible de répéter la mesure d’un génotype dans un 
environnement fixe. C’est notamment le cas lorsqu’il s’agit de comparer des variétés de 
plantes en culture, car les conditions agronomiques sont variables, y compris à une échelle 
spatiale proche de l’espace occupé par une seule plante. Or cet essai est particulièrement 
étendu en terme de surface cultivée. On peut supposer qu’il existe des effets 
environnementaux non contrôlés par le dispositif en bloc. 
Dans l’analyse de variance correspondant au dispositif en blocs randomisés, le modèle 
linéaire sur lequel les données Y sont ajustées au sens des moindres carrés est le suivant : 
Yij = terme constant + effet lignées recombinantes i + effet blocs j + résidu ij 
En supposant les données complètes (toutes les lignées dans tous les blocs) les estimateurs des 
moindres carrés (qui minimisent la somme sur i et j des résidus au carré) sont : 
Avec Yi. = moyenne des Yij sur tout j 
Y.j = moyenne des Yij sur tout i 
Y.. = moyenne des Yij sur tout i et j 
Estimation (effet lignée) = Yi. –Y.. 
Estimation (effet bloc) = Y.j –Y.. 
Estimation (terme constant) = Y.. 
Les valeurs des résidus non “ expliqués ” par le modèle sont alors : 
Résidu (i, j) = Yij – Yi. – Y.j + Y.. 
En l’absence d’autre information, la seule estimation possible des valeurs génétiques des 
lignées est fournie par les effets lignées Yi. – Y.. obtenus dans l’analyse de variance. 
L’expérience accumulée en amélioration des plantes montre qu’en général cette approche est 
insuffisante, et qu’il est souvent utile d’utiliser des informations complémentaires permettant 
des estimations plus proches des valeurs génétiques. Ceci est notamment le cas lorsque des 
variations environnementales se produisent dans l’essai, avec des gradients qui ne sont pas 
contrôlés par le dispositif en blocs. Ici, le fait d’avoir des blocs constitués de 60 parcelles en 
largeur et disposés de part et d’autre d’une allée peut favoriser des variations 
environnementales. 
2.2.4.2 Estimation de la  valeur génétique des RILs  
 
La démarche suivante a été choisie afin d’estimer au mieux la valeur génétique des RILs : les 
  
 
Cartographie des 7 groupes de parcelles Disposition des lignées  
Travée 
Ligne 
 
 1 2 3 4 5 6  1 2 3 4 5 6  
1 1 1 1 4 5 1  1 61 78 4K78 46 63  
2 2 1 1 3 1 1  2 62 19 ITB32 51 97  
3 3 5 4 3 6 1  3 63 53 61 57 93  
4 1 4 5 6 3 1  4 64 100 50 119 44  
5 4 6 7 7 6 4  5 65 120 79 105 69  
6 5 4 4 4 3 2  6 66 70 82 74 64  
7 7 5 7 6 7 4  7 67 51 42 42 36  
8 7 6 6 6 6 6  4K78 68 17 109 120 ITB32  
9 7 6 5 3 1 5  9 69 113 95 23 32  
10 3 6 4 7 3 1  10 70 68 63 96 24  
11 7 7 3 6 3 4  11 71 ITB32 119 73 27  
12 3 3 7 7 4 4  12 72 112 48 30 108  
13 3 7 3 4 3 7  13 73 28 20 26 41  
14 4 7 3 3 5 7  14 74 35 89 88 92  
15 6 7 6 3 5 3  15 75 22 47 4K78 47  
16 3 6 7 7 2 3  16 76 62 91 82 113  
17 2 3 6 6 7 3  17 77 110 93 90 111  
18 2 6 5 3 6 2  18 78 9 6 58 95  
19 6 2 3 4 5 1  19 79 99 5 40 50  
20 6 5 6 6 4 7  20 80 29 105 37 61  
21 3 7 7 3 4 7  ITB32 81 56 66 115 110  
22 6 6 4 3 3 7  22 82 25 27 100 104  
23 3 7 3 5 4 6  23 83 64 23 59 107  
24 6 7 6 1 4 7  24 84 26 7 20 78  
25 6 7 3 2 7 1  25 4K78 36 86 19 45  
26 3 6 7 4 7 3  26 86 41 30 118 17  
27 4 7 7 2 3 4  27 87 43 92 102 16  
28 4 4 6 2 7 4  28 88 98 90 1 75  
29 3 2 7 3 3 1  29 89 60 14 89 91  
30 6 2 2 3 5 3  30 90 71 67 33 43  
ALLEE        ALLEE       
31 1 2 1 1 4 5  31 91 18 10 29 4  
32 1 4 6 1 6 5  32 92 45 4 12 53  
33 1 7 1 1 2 3  33 93 31 49 13 87  
34 7 7 6 2 1 3  34 94 107 81 ITB32 77  
35 1 4 1 6 6 2  35 95 38 40 11 68  
36 2 4 2 5 4 2  36 96 94 1 14 55  
37 2 7 4 3 4 2  37 97 39 34 48 71  
38 3 4 1 2 5 3  38 98 75 77 18 39  
39 2 2 2 1 3 6  39 99 84 32 70 60  
40 1 1 6 1 5 4  40 100 115 46 7 83  
41 1 1 5 2 1 2  41 ITB32 24 74 66 112  
42 2 4 2 2 5 1  42 102 52 106 52 6  
43 2 7 6 3 6 1  43 103 59 12 5 114  
44 5 3 2 3 6 1  44 104 104 97 72 9  
45 6 2 3 1 2 3  45 105 118 88 80 109  
46 4 3 5 1 2 4  46 106 114 76 62 3  
47 4 2 1 7 2 6  47 107 11 3 99 25  
48 1 2 3 3 1 2  48 108 108 13 34 79  
49 3 2 6 7 1 2  49 109 102 57 22 98  
50 6 2 4 1 4 2  50 110 58 72 86 84  
51 3 2 6 3 7 5  51 111 16 55 116 49  
52 4 2 5 2 6 5  52 112 2 96 38 4K78  
53 1 1 2 6 6 5  53 113 33 111 76 10  
55 6 3 2 1 2 2  55 114 69 4K78 28 94  
56 2 2 5 3 5 1  56 115 44 37 35 2  
57 2 3 7 1 2 2  57 116 65 80 81 103  
58 2 2 2 2 4 5  58 118 83 116 106 31  
59 2 2 5 2 1 1  59 119 15 103 67 15  
60 2 1 2 2 4 1  60 120 87 73 56 65  
 
 
Figure 54 : cartographie des groupes de parcelles définies d’après la CAH sur les résidus. La disposition des 
lignées dans l’essai est détaillée à droite. Chaque groupe de parcelle est défini par une couleur différente du bleu 
pour le groupe 1 au rouge pour le groupe 7. On observe  une  dispersion différente des groupes de part et d’autre 
de l’allée centrale, les classes 5 à 7 sont plus représentées à gauche de l’allée, alors que les classes 1 à 3 sont 
majoritaires à droite.  
Bloc 1 Bloc 2 Bloc 3
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résidus obtenus lors de l’analyse de variance sur les variables constituent une matrice à autant 
de lignes que de parcelles et de colonnes que de variables. Sur les lignes de cette matrice a été 
réalisée une CAH (Classification Ascendante Hiérachique, algorithme de Ward) avec le 
logiciel UNIWIN. Les parcelles à profils de résidus proches sur l’ensemble des variables sont 
regroupées dans cette classification. L’arbre obtenu est présenté en annexe III. En choisissant 
un niveau de troncature, 7 groupes de parcelles sont ainsi constitués. La répartition de ces 7 
groupes sur le plan de l’essai est donnée en figure 54. Elle n’est pas aléatoire, et confirme 
l’existence de gradients dans un sens perpendiculaire aux blocs. Il semble qu’il existe un effet 
bordure important et un effet orientation est-ouest par rapport à l’allée centrale.  
Le modèle suivant d’analyse de variance a alors été appliqué à chaque variable individuelle 
pour prendre en compte l’effet des variations non contrôlés dans le dispositif expérimental 
initial : 
Yij = terme constant + effet lignées rec + effet blocs + effet groupes de parcelles + 
résidu.  
La comparaison de ce modèle par rapport au précédent, pour les 25 variables utilisées dans 
cette démarche, est présentée dans le tableau 23.  
Pour la majorité des variables, les valeurs pour les parents ITB32 et 4K78 sont mieux 
séparées avec ce nouveau modèle, par exemple pour les sucres réducteurs en figure  55 et 56. 
Ceci peut s’expliquer par le fait que, comme le montre la figure  54, ITB32 est plus souvent 
disposé dans des groupes de parcelles de type 1 ou 2, 3 ou 4 alors que 4K78 est plutôt disposé 
dans des groupes de parcelles de type 6 ou 7. Or, les moyennes des individus pour les sucres 
réducteurs dans les groupes 1 à 4 sont significativement inférieures aux moyennes des 
individus dans les groupes 5 à 7 (fig. 57). L’expérience montre que ITB32 est plus riche en 
sucres réducteurs que 4K78. Le nouveau modèle permet donc de réajuster les moyennes de 
façon à ce qu’elles soient plus proches de la réalité par rapport à l’influence du milieu. 
Les nouvelles estimations des effets lignées obtenues sur ce modèle ont par la suite été 
utilisées dans l’analyse des QTL. 
2.2.5 Corrélations entre les variables étudiées 
A partir des moyennes ajustées comme décrit ci-dessus, deux types d’analyses ont été 
effectués afin d’observer les liaisons entre les principales variables étudiées.  
 
  
Tableau 23 : Comparaison des modèles (Modèle 1 : Yij = terme constant + effet lignée rec + effet bloc + 
résidu)  et (Modèle 2 : Yij = terme constant + effet lignée rec + effet bloc + effet groupe de parcelles + résidu) 
de calcul des moyennes ajustées sur les trois blocs par le calcul de l’analyse de variance. 
L’effet génotype est plus fort dans le modèle 2 pour tous les caractères présentés. 
Les facteurs ayant des valeurs de probabilités supérieures à 0.05 n’ont pas d’effet statistiquement significatif au 
niveau de confiance de 95.0% et sont indiqués par NS (non significatif). 
  
    
 
 
 
 
 
 
 
Tous les F sont basés sur l'erreur résiduelle quadratique moyenne. 
  Modèle 1 Modèle 2    Modèle 1 Modèle 2 
Variables Effets A :Génotype A :Génotype  Variables Effets A :Génotype A :Génotype 
  B :Bloc B :Bloc    B :Bloc B :Bloc 
   C :Parcelle     C :Parcelle 
Azote total A 3.58 11.23  
Acide 
malique A 3.02 11.03
 B 38.22 120.4   B 38.54 129.23
 C  88.43   C  100.1
TPDS A 6.49 7.27  Chlore A 2.05 2.48
 B 64.06 74.32   B 77.22 91.43
 C  6.7   C  8.22
DVPND A 15.95 21.27  
Extrait éth. 
de pétrole A 1.94 2.37
 B 36.45 49.65   B 27.39 34.02
 C  14.42   C  8.02
NPND A 4.61 7.86  Proline A 4.21 5.37
 B 45.86 74.38   B 39.74 63.06
 C  28.5   C  16.53
Bourgeons 
bas A 6.82 7.86  
Poids 
(mg/cig) A 3.14 5.66
 B NS NS   B 30.41 52.76
 C  6.11   C  33.11
Couleur A 5.1 5.18  
Condensat 
brut A 3.92 8.93
 B 7.69 8.39   B 14.59 24.11
 C  2.43   C  52.47
Floraison A 3.9 4.3  Goudrons A 4.73 14.33
 B 11.59 12.3   B 3.84 6.43
 C  4.58   C  85.15
Sucres 
réducteurs A 3.5 11.26  
Activité 
spécifique A 3.85 9.67
 B 32.67 95.73   B 63.86 155.83
 C  85.54   C  62.9
Cendres A 4.1 17.99  Nicotine A 4.81 9.4
 B 16.06 65.29   B 22.56 38.58
 C  133   C  37.89
Asparagine A 3.76 5  Anatabine A 10.81 18.4
 B NS 5.8   B 37.14 58.99
 C  14.12   C  28.84
Alcalinité 
des cendres A 3.82 17.93  Taux de côte A 18.06 19.02
 B 21.05 91.27   B 48.58 50.79
 C  141.06   C  4.51
Acide 
citrique A 2.16 3.36     
 B 27.66 36.69     
 C  19.41     
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 Figure 55 : graphique des moyennes des moindres carrés pour les sucres réducteurs (SRT) avec 
intervalles de confiance à 95.0 %, calculées selon le modèle à effets génotypes et blocs.  
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Figure 56 : graphique des moyennes des moindres carrés pour les sucres réducteurs (SRT) avec 
intervalles de confiance à 95.0 %, calculées selon le modèle à effets génotypes, blocs et groupes de 
parcelles. 
  
 
 
 
 
 
 
Figure 57 : graphique des moyennes des sucres réducteurs (SRT) et intervalles de confiance à 
95.0% pour les 7 groupes de parcelles selon le modèle (Yij = terme constant + effet lignées + 
effet blocs + effet groupes de parcelles + résidu). 
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Figure 58 : représentation des axes 1 et 2 en ACP sur les moyennes des lignées F6. Ce plan recouvre 51,2 % de 
l’information. L’axe 1 est formé par les variables en relation avec la teneur en sucres à droite (goudrons, maturité 
ou DV, condensat brut de la cigarette…) et avec la teneur en azote à gauche (azote totale, alcalinité des cendres, 
activité spécifique…). Les alcaloïdes contribuent à l’axe 2, excepté la nornicotine.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Chapitre III /  52
2.2.5.1 Analyse en Composante Principale (ACP) 
La méthode a pour objet de décrire les données contenues dans un tableau constitué en ligne 
par les individus et en colonnes par les caractères, soit une matrice de données. L’ACP 
construit de nouvelles variables artificielles et des représentations graphiques permettant de 
visualiser des relations entre variables ainsi que l’existence éventuelle de groupes d’individus 
et de groupes de variables. 
Une ACP a été réalisée, à partir des moyennes ajustées calculées précédemment sur les trois 
blocs et des données de fumage. Pour les données relatives à 4 étages différents, seules les 
données moyennes ou pondérées ont été prises en compte afin de ne pas surcharger les 
graphiques. 
Les données sont décrites sur 7 axes qui contiennent 75 % de l’information.  
Les axes 1 et 2 représentent 51,2 % de l’information. (fig. 58). L’axe 1 est expliqué par la 
durée de végétation, les teneurs en sucres réducteurs et en goudrons, qui sont opposés aux 
teneurs en azote, en cendres, en acide malique, à l’alcalinité des cendres, et à l’activité 
spécifique. C’est donc un axe exprimant le rapport sucre/azote, équilibre qui conditionne un 
grand nombre de caractères chimiques et qui est aussi fonction de la durée de végétation. 
L’axe 2 semble plutôt lié aux alcaloïdes, que ce soient les alcaloïdes totaux, la nicotine, 
l’anatabine ou l’anabasine. Parmi les alcaloïdes, seule la nornicotine ne participe pas à la 
formation de cet axe. Les axes 3 à 5 apportent peu d’information supplémentaire. Les extraits 
à l’éther de pétrole (EP) et la floraison contribuent à la formation de l’axe 6 (fig. 59). 
2.2.5.2 Classification Ascendante Hiérachique (CAH) 
L’objet des méthodes de classification hiérarchique est de rechercher à chaque étape les deux 
classes les plus proches, qui sont fusionnées, jusqu’à ce qu’il n’y ait qu’une seule classe au 
final. La CAH permet de visualiser les variables qui ont un comportement similaire. Le 
dendrogramme qui en découle montre plusieurs grands groupes (fig. 60) :  
- les variables associées aux teneurs en alcaloïdes, sauf la nornicotine 
- le taux de côte, le chlore et l’asparagine 
- des mesures physiques de la cigarette liées à la compacité, avec la qualité de la feuille 
et la proline 
- le bourgeonnement haut et bas, la floraison, regroupés avec des caractères chimiques 
tels que les extraits à l’ether de pétrole, et la nornicotine. 
- les éléments azotés et minéraux du tabac : cendres, alcalinité des cendres, azote, acide 
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Figure 59 : représentation des axes 1 et 6 en ACP sur les moyennes des lignées F6. Ce plan recouvre 40,8 % de 
l’information. On retrouve l’opposition entre les variables liées à la teneur en sucre et en azote sur l’axe 1. La 
floraison contribue à la formation de l’axe 6.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 60 : classification de Ward, méthode euclidienne au carré pour les variables. 
Les caractères en rouge ont été mesurés par HPLC, les caractères en bleu ont été mesurés par 
NIRS, les caractères en vert ont été mesurés en plein champ ou lors de l’expertise, les 
caractères en marron ont été mesurés sur les cigarettes. 
Deux grands groupes de variables sont représentés : à droite, les variables sont corrélées à de 
fortes teneurs en sucres réducteurs, avec des variables liées au fumage (goudrons, BaP, 
compacité, poids de tabac) ou aux caractéristiques des lignées (couleur et durée de végétation, 
poids de tabac, type..). A gauche, les variables sont corrélées avec de fortes teneurs en azote, 
avec des variables liées aux alcaloïdes, aux acides aminés, à l’activité spécifique ou aux 
cendres. Des variables décrivant les caractéristiques des lignées sont aussi représentées, tels 
que le bourgeonnement, la qualité, la floraison, le taux de côtes. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Dendrogramme
Méthode de Ward, Euclidienne au carré
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malique et activité spécifique corrélés à l’azote. On trouve aussi l’acide citrique. 
- les variables liées aux goudrons, telles que le condensat brut, la teneur en sucres 
réducteurs, le poids de tabac dans la cigarette (pouvoir de remplissage), le CO et le 
TPM, les benzo[a]pyrènes (b[a]p). On trouve aussi dans ce groupe les teneurs en 
polyphénols.  
- la couleur associée à la durée de végétation mais aussi au pouvoir de remplissage et au 
poids de tabac dans une cigarette. 
- le poids, la matière sèche, le type de la lignée et la note de développement du limbe. 
2.2.5.3 Importance du rapport sucres réducteurs/azote total 
Les analyses sur les moyennes ajustées par ACP ou CAH démontrent l’importance du rapport 
azote/sucres dans les tabacs de type Virginie vis à vis de la qualité : les b[a]p sont corrélés au 
rendement en goudrons de la cigarette. Or, la présence de goudrons lors du fumage est 
corrélée positivement à celle des sucres dans le tabac. Les précurseurs des HAP dont font 
partie les b[a]p sont des hydrates de carbone, d’autant plus présents dans les Virginies qu’il y 
a moins d’azote total et plus de sucres. Au contraire, le nombre de révertants traduisant 
l’activité spécifique mesurée par le test d’Ames est positivement lié à l’azote total, et 
négativement aux sucres.  
Deux des principales cibles sur lesquelles les sélectionneurs travaillent, les b[a]p et l’activité 
spécifique, sont donc corrélées négativement. Effectivement, un examen plus détaillé des 
résultats moyens des RILs montre qu’il en existe peu montrant simultanément un faible taux 
de b[a]p et une faible activité spécifique. Des marqueurs moléculaires liés à des QTLs en 
relation avec ces principaux caractères pourraient être utiles dans le travail de sélection visant 
à réduire le risque pour le fumeur, surtout si ils sont liés à un seul des deux critères et non à 
l’autre. Ils pourraient être exploités pour obtenir les génotypes qui s’éloignent de la 
corrélation notée ci-dessus, c’est-à-dire posséder des valeurs faibles pour les deux critères de 
toxicité.  
Enfin, l’activité spécifique peut aujourd’hui être estimée par NIRS, à partir de poudre de 
tabac, ce qui est plus rapide que la réalisation du test d’Ames, mais ce qui nécessite quand 
même l’obtention de tabac sec. L’analyse des b[a]p est très lourde et coûteuse, puisqu’elle 
nécessite la confection de cigarettes et leur fumage, puis des analyses en chromatographie. 
Des marqueurs moléculaires seraient plus rapides et moins coûteux à utiliser. 
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2.3 Conclusion 
Un total de 179 marqueurs moléculaires polymorphes a été obtenu entre ITB32 et 4K78, par 
des techniques de révélation en masse. A ces marqueurs moléculaires viennent s’ajouter les 
marqueurs SCAR liés à la résistance au PVY et à la pourriture noire des racines, ainsi que les 
marqueurs biologiques de réponse à ces mêmes pathogènes, déjà décrits dans l’article 
présenté dans le chapitre II.  
L’essai au champ conduit sur les 114 RILs a permis d’obtenir des données agronomiques, 
chimiques, et aussi des données de fumage. L’effet lignée a été démontré, et des moyennes 
ajustées prenant en compte les effets non contrôlés par le dispositif en bloc ont pu être 
calculées. L’exploitation de ces résultats pour la réalisation d’une carte génétique du tabac et 
la détection de QTLs est présentée dans la partie suivante, sous forme d’article, en prévision 
d’une soumission prochaine. 
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3 Détection de QTLs liés aux propriétés de la feuille et de la fumée chez 
Nicotiana tabacum basée sur l’étude de 114 lignées recombinantes. 
3.1 Article 
Résumé : 
Ces dernières années, le développement des marqueurs moléculaires en amélioration du tabac 
était plutôt concentré sur les résistances aux pathogènes. Les efforts récents concernent la 
qualité du tabac, liée aux propriétés chimiques et physiques de la feuille. La qualité du tabac 
est un caractère complexe à définir, et les paramètres qui s’y rapportent ne peuvent être 
étudiés que par des approches quantitatives. Pour l’étude de QTLs (Quantitative Trait Loci) 
liés à la qualité de la feuille et aux propriétés de la fumée, une carte génétique partielle a été 
construite avec des marqueurs AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism), ISSR 
(Inter Simple Sequence Repeat) et SSAP (Sequence Specific Amplified Polymorphism). Bien 
que le polymorphisme existant au sein de l’espèce Nicotiana tabacum soit faible, 184 
marqueurs ont pu être obtenus sur deux variétés de type Virginie. Dix huit groupes de liaisons 
ont été obtenus par l’étude de 114 lignées recombinants (RILs). Quarante trois marqueurs 
restent non liés. Un fort taux de distorsion de ségrégation (47 %) a été observé sur des 
groupes de liaisons entiers. Les régions polymorphes sont fortement liées aux efforts de 
sélection visant à améliorer la résistance aux pathogènes. Des caractères physiques tels que la 
durée de végétation, le poids, la qualité, l’aptitude au bourgeonnement et des caractères 
chimiques tels que les alcaloïdes, les composés azotés ou les sucres réducteurs ont été étudiés. 
Les propriétés de la fumée ont aussi été incluses dans l’analyse. Des corrélations entre des 
caractères physiques et chimiques ont été observées, et une large étendue de variation de ces 
caractères a été obtenue sur les RILs. Soixante quinze QTLs ont été détectés sur 12 des 
groupes de liaisons par cartographie d’intervalle simple ou composite, expliquant de 8 à 44 % 
de la variation des caractères. De nombreux QTLs transgressifs ayant un effet opposé à celui 
attendu ont été détectés. Plusieurs QTLs colocalisant et contrôlant des caractères corrélés 
entre eux ont été trouvés. Des QTLs concernant les propriétés de la fumée colocalisent avec 
des QTLs concernant la composition de la feuille. Ce travail ouvre des perspectives 
intéressantes pour la compréhension de la qualité du tabac et l’amélioration de la sélection. 
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Abstract 
Quantitative Trait Loci (QTLs) were investigated in a Recombinant Inbred Line (RILs) 
population descending from the F1 cross between two Nicotiana tabacum L. flue-cured inbred 
lines, that differed for a number of characters. A total of 59 traits were assessed, involving 
field observations, leaf quality scoring, chemical composition of lamina, and smoke 
properties. Near Infrared Reflectance Spectroscopy (NIRS) on leaf lamina powders allowed to  
estimate chemical traits and smoke mutagenicity (Maron and Ames, 1983). Physical 
properties of cigarettes that were made from each RIL were investigated. Mechanical smoking 
tests performed under standard ISO regime allowed studying the main stream smoke, with 
regard to the total particulate matter (tar and nicotine yields), benzo[a]pyrene formation and 
CO  emission. 
The RILs were screened with 184 AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism), 
ISSR (Inter Simple Sequence Repeat), SSAP (Sequence Specific Amplified Polymorphism), 
SCAR (Sequence Characterized Amplified Region) and biological markers. A partial genetic 
map including 18 linkage groups could be obtained based on 138 markers. Large segregation 
distortion (47 %) was observed on entire linkage groups throughout the genome. Seventy five 
QTLs involving from 8 up to 41.5 % of traits variation could be located on 12 linkage groups 
by simple and composite interval mapping. Nineteen QTLs had opposite effects to those 
expected from the ranking of parental means.  
 
Key words: Nicotiana tabacum, genetic map, QTLs, agronomical traits, smoke properties     
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Introduction 
 
Efforts that are being made to improve tobacco quality by breeding are challenged with 
the recurrent problem of evaluating complex traits, more particularly those related to smoke 
properties, on limited amounts of plants and leaf material that are typical for breeding 
programs. Due to this, most of the breeding have been focused on relatively simple traits, like 
disease resistances, yield, and major components such as nicotine and reducing sugars (flue-
cured). However, complex traits such as physical properties of the rag-cut tobacco, and smoke 
properties of cigarettes that may be derived from it, are of major interest for quality. The 
present study was designed in order to assess the genetic variability for some of these traits, 
and tentatively to derive genetic markers linked to them. 
Genetic markers have been an important tool to enhance the understanding of the 
genetic control of complex traits. Saturated genetic maps are available for most economic 
Solanaceous species such as tomato (Tanksley et al. 1992; Haanstra et al. 1999; Saliba-
Colombani et al. 2000), potato (Tanksley et al. 1992) and pepper (Lefebvre et al. 1995). This 
allowed to use the QTL approach to study traits of interest. More particularly, in tomato  
genomic regions controlling complex traits such as metabolism or fruit organoleptic 
properties (Saliba-Colombani et al. 2001; Causse et al. 2004) were detected.  
In tobacco (Nicotiana tabacum; 2n=48), a relatively low amount of polymorphism was 
found using RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA) markers (del Piano et al. 2000), 
AFLP markers (Julio et al 2005, Ren et al. 2001) or both (Rossi et al. 2001), which impedded 
the progress on genome mapping.  
Only one partial genetic map of N. tabacum identifying ten linkage groups on a total 
length of 383 cM was obtained using AFLP markers to detect QTLs linked to bacterial wilt 
resistance (Nishi et al. 2003). This study is the only one where a QTL for a quantitative trait 
has been proposed for tobacco so far. Others studies were focused on markers linked to 
monogenic disease resistances such as resistances to PVY (Nogushi et al. 1999), black root-
rot (Bai et al. 1995), black shank (Johnson et al. 2002), or root-knot nematode (Yi et al.1998).  
In tobacco, breeding is mainly concerned by complex traits controlled by known 
(alkaloids) or unknown (reducing sugars, tar content…) genes. The identification of QTLs for 
these traits will help understanding their genetic control, and developing marker assisted 
selection (MAS) strategies, then allowing to exert a selection pressure in the earliest steps of 
breeding, where the genetic variability is the highest.  
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In order to better understand the genetic control of complex traits, the genetic variation 
of agronomical traits (yield, maturity length, flowering date, number of axillary shoots or 
suckers, leaf quality after curing), leaf chemical components content (sugars, nitrogen, 
phenolics compounds, some amino acids, alkaloids, petrol ether extract), tobacco quality, and 
resistances to PVY and black root rot were studied. Tobacco quality included cigarette 
characteristics (filling power, cured tobacco weigth, compacity), smoke properties (tar 
content, total particulate matter, CO gaze, nicotine). For this purpose, we developed a genetic 
linkage map using a RILs population derived from a cross between a filling flue-cured line 
which exhibits high sugar and low alkaloids content, and a flue-cured line with medium to 
high leaf quality, low sugars and medium to high alkaloids content. The objectives of the 
present study were: (1) to study the correlation among and between agronomical and chemical 
traits, and tobacco qualities, and (2) to identify chromosomal localisation and genetic effects 
of QTLs affecting all these traits. The identification of genetic factors involved in these traits 
will provide important information for the breeding of high quality and resistant plant 
material. 
 
Materials and methods 
 
Mapping population and experimental design 
 
 One hundred fourteen F6 recombinant inbred lines (RILs) derived from the 
intraspecific cross between the two flue cured cultivars, ‘ITB32’ and ‘4K78’, were developed 
by single-seed descent. The two cultivars were choose according to their relative large genetic 
distance (Julio et al., 2005) and to their differences in agronomical and chemical traits 
(Table1). In addition, they displayed differences in tobacco quality since ‘ITB32’ is a filling 
flue-cured tobacco type corresponding to low alkaloid tobacco with high sugars contents, and 
‘4K78’ is a flue-cured tobacco corresponding to American standard cultivars..  
Physical and agronomical traits were evaluated in field plantation at Bergerac Tobacco 
Institute (Dordogne, France) in May 2004. The experimental design consisted of three 
replicates of 22 plants for each RILs family, with border lines cultivars. Plants were 
randomized within each replicate. Parents were repeated twice in each replicate. 
Consequently, field trial was constituted of 354 ((114 RILs x 3 replicates) + (2 parents twice x 
3 replicates)) tobacco parcels.  
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Resistance to PVY and black root rot were evaluated in controlled experiments as 
described bottom.  
 
DNA isolations and genotyping 
Total genomic DNA was isolated from 100 mg of leaf using the 96 DNeasy Plant Mini 
Kit (Qiagen). DNA was obtained from 114 RILs and the plants were genotyped for AFLP, 
ISSR and SSAP markers.  
AFLP (Vos et al. 1995) was performed as described in the AFLP Analysis System I kit 
(Invitrogen) with some modifications, and using EcoRI/MseI and PstI/MseI restriction 
enzymes,. The preamplification was carried out with primers containing one selective 
nucleotide, E+A/M+C, E+C/M+G, P+A/M+C, P+C/M+G (Tab.2). For each of these four 
combinations, selective amplification was carried out with primers that contained two 
additional selective nucleotides (256 possibilities for each combination). EcoRI and PstI 
primers were 5’ fluorescently labelled with 6-FAM, VIC, PET or NED (Applied Biosystems 
UK).  
ISSR amplification was adapted from Zietkiewicz et al. (1994) with some modifications. In 
order to obtain amplified fragments sized from 80 bp up to 600 bp for capillary 
electrophoresis detection, a mix of two primers was used. Amplification was performed in a 
total volume of 25 µl, containing 2.5 µl 10 X buffer, 0.2 µl AmplitaqGold (Applied 
Biosystems), 1 µl dNTPs 10mM (Applied Biosystems), 50 ng of each primer, 20 ng DNA, 
sterilized deionized water qsp 25 µl. PCR was performed with the following steps: initial 94 
°C for 5 min; 40 cycles of (94 °C for 30 sec, 55 °C for 45 sec, 72 °C for 2 min); final 72 °C 
for 5 min. Fifty primers combinations were tested, between one 5’ labelled primer and one 
non labelled primer (Tab. 2). 
SSAP was adapted from Waugh et al. (1997). Hydrolysis for SSAP analysis was 
performed on 250 ng of total genomic DNA with HindIII or TaqI (Invitrogen), according to 
manufacturer instructions. Ligation, preamplification and amplification were performed in the 
same conditions than for AFLP. The adaptors (AdaHind1/AdaHind2 or AdaTaq1/AdaTaq2) 
and the primers used are described in Table 2. Pre-amplification was performed with primers 
Hind or TaqI without selective nucleotide. Amplification was performed with a primer 
including 2 selective nucleotides and a SINE specific primer, 5' labelled (Ts, Tsa or Aur). 
Twelve primer combinations were tested for HindIII amplification. As Aur primer contained a 
TaqI site, only two primer combinations were tested for TaqI amplification, with Ts or Tsa 
and one primer with selective nucleotides.  
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AFLP, ISSR and SSAP markers were analyzed in presence of formamide and LIZ500 
DNA ladder on a ABI3100 Avant capillary electrophoresis (Applied Biosystems).  
 
Two SCARs markers linked to PVY “va” resistance gene, PVYME1 amplified using 
primers PVYM and E1 and PVYME2 amplified using primers PVYM and E2, and one SCAR 
marker linked to black root rot resistance, Chal1-2 amplified using primers chal1-1 and chal1-
2) were obtained (Table 2). Amplification was carried out in 20 µl reaction containing the 
following: 2 µl template DNA, 0.1 µl Taq polymerase and 2 µl 10X buffer (Applied 
Biosystems), 1 µl dNTPs 10 mM (Applied Biosystems), 100 ng of each primer (Proligo), 
sterilized deionized water qsp 20 µl. SCAR PCR consisted in 35 cycles of 30s at 94°C, 45s at 
54°C or 62°C according to the SCAR makers, and 1 min at 72°C, with a final extension at 72 
°C for 5 mn. The melting temperature were 62°C for the amplification of PVYME1 and 
Chal1-2 fragments, which had respectively 172 pb and 103 pb length size, and 54°C for the 
amplification of PVYME2 fragment, which had 450 pb length size. The SCAR fragments 
were separated electrophoretically with a 100 bp DNA ladder (Invitrogen) on 1.8 % agarose 
gels (100 V 35 min), stained with ethidium bromide and visualized on a UV transilluminator.  
 
Morphological, agronomical and chemical study  
Agronomical characteristics 
A total of nine morphological and agronomical traits were measured along the field 
experiment: apparition of suckers (low buds, LB) and axillary shoots (high buds, HB), colour 
(Cou), morphological parental type (Type), flowering date (Flo), and four measures of leave 
harvesting time (DV1 to DV4). The four measures of leave harvesting time (DV) 
corresponded to four leaf stalk positions on tobacco plant: lower (Stalk position 1; 3 leaves), 
cutters (Stalk position 2; 3 leaves), medians (Stalk position 3; 4 leaves) and superior medians 
(Stalk position 4; rest of the leaves). The total of measurements for leave harvesting time was 
1416 samples for 118 lines x 3 replicates x 4 leaf stalk positions. 
Leaves were cured in a temperature controlled bulk such as for flue-cured tobacco type 
(Gisquet et Hitier 1961). Weight after curing process was collected for each of the four leaf 
stalk positions (Pds1 to Pds4), and an expertise concerning tobacco manufacturers 
recommended quality traits (colour and physical aspect of tissues) was carried out (N1 to N4) 
assigning a note from 5 up to 100. A note from 1 to up to 5 for tissues development was 
assigned (Dev1 to Dev4). 
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Total leave harvesting time (DVPND) and global quality (NPND) were calculated on 
the formula DVPND = Σ (DVnxPDSn)/TPDS and NPND= Σ (NnxPDSn)/TPDS, with TPDS = 
ΣPDSn and n from 1 to 4.  
 
NIRS and HPLC analysis 
Samples were obtained by melting the four stalk positions according to the weight pro 
rata, for the 114 RILs, the two parents and the three replicates. This resulted in 118 x 3 = 354 
samples. Then tobacco lamina and the midrib (midrib or stem for industrial process) were 
separated through a Cardwell thresher. Rate of midrib was estimated (Stem). 
Samples were ground to obtain a 500 µm powder and were analysed using NIRSystems 
Model 6500 C scanning monochromator (Foss NIRSystems, USA, Near Infrared Resonance 
Spectral), wave length 0,4-2,5 mm (Batten et al. 1998; Diffee et al. 1992; Poisson et al. 2003). 
Correlations among NIRS and references methods were previously established on flue-cured 
tobacco type for alkaloids (NIRSALC), nicotine by HPLC (NIRSNIC), total reducing sugars 
(SRT), ashes (ASH),  total nitrogen (NT),  % of powder dried matter (MS), asparagin (ASN), 
total alkalinity of ashes (AT), citric acid (CIT), malic acid (MAL), chlorine (CL), petrol ether 
extract (EP), polyphenols (PP), proline (PRO), weight of tobacco per cigarette (NIRSWEI), 
condensate (CB), tar (NIRSTAR), and specific activity (PM) (Table 3). Predictions for these 
18 characters were obtained on the 354 samples. Near-infrared Spectral Analysis Software 
WINISI v.1.02b was used to produce NIRS calibration by multiple regression analysis.  
Alkaloids and nornicotine contents were obtained by HPLC on the same extracts of 
powder. Standards were obtained from Sigma and Dr Neurath (Germany). For analysis, 100 
mg of powder was subjected to extraction with 3 ml hydrochloric acid 1 N,  10 ml 
dichloromethane  added with quinine 0.2 mg/ml as an internal standard, 4 ml sodium 
hydroxide 5M. After filtration through phase separators filters (silicone treated filter paper 
Whatman) some dichloromethane extract was analysed on Varian Prostar System analytical 
HPLC (Pump 230 SDM, UV detector 330, samplers set 410) using a normal phase Macherey-
Nagel column cc125/4 nucleosil 50-5 in the following conditions : solvent system acetonitrile 
70% methanol 30 % (v/v) containing 5 ml H2O and 750 µl triethylamine /l, rate flow 1 
ml/min. Quantitation of total alkaloids (HPLCAT), nicotine (HPLCNIC), nornicotine 
(NORNI), anabasine (ANABA), anatabine (ANATA) and dried matter (HPLCMS) were 
performed at 258 nm with a diode array detector. 
 
Smoking experiments 
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Total tobacco cured leaves from the three replicates and that were not used for NIRS 
and HPLC analysis were pooled for each RIL and parents. It resulted in 118 samples.  
Samples were threshed and reduced in scaferlati. Standardized cigarettes were produced 
according to CORESTA (Cooperation Centre for Scientific Research Relative to Tobacco) 
recommended methods (http://www.coresta.org/). Cigarettes parameters as tobacco weight 
(Wtob, in mg/cigarette), filling power (Fden, in g/l), 1/compacity (Invcomp, in mm), and puff 
count (Puff) were assessed on a SODIMAT station (SODIM). Cigarettes were smoked on a 
RM200 smoking machine. Each RIL was analyzed for nicotine (Nic, in mg/cigarette), tar 
(Tar, in mg/cigarette), total particulate matter (TPM) and volume of CO gas (CO). 
Benzo[a]pyrene (b[a]p, in ng/cigarette) was assessed by GC/MS according to the CORESTA 
recommended methods, numbers 21, 22, 23, 24, August 1991.   
 
Evaluation for pathogen resistance 
 Tests for evaluating resistance to PVYN and black root rot were conducted in 
greenhouse on the RILs . 
PVYN resistance: Leaves from a susceptible (VaVa) plant previously infected with a 
PVYN strain belonging to pathotype 2 (Blancard et al. 1995) were crushed in a mortar. The 
sap of 1 g of fresh leaf was diluted into 4 ml of Na2HPO4 (0.3 mol. l-1) + DIECA (2 g.l-1) + 
0.3 mg carborundum. This inoculum was gently rubbed on two leaves of four week-old 
tobacco plants grown in a temperature controlled greenhouse (18-23°C) under natural light. 
For each RIL, 12 plants were inoculated. Approximately three weeks after inoculation, mosaic 
(vein clearing, vein yellowing, vein mottling or chlorotic spots) and necrotic (vein necrosis, 
stalk necrosis) symptoms were examined. Plants were ranged as resistant when none of the 12 
plants did not express necrotic symptoms at the date of notation. However, some of these 
plantsmight display mosaic symptoms. Plants were ranged respectively as segregating or 
susceptible when at least one but not all or all of the 12 plants expressed necrotic symptoms. 
The number of plants expressing necrotic symptoms was counted. Three resistant (PBD6, 
ITB32, TN86) and three susceptible (BB16, ITB30, 4K78) genotypes were included in the 
experiment as controls. They were replicated every ten RIL to facilitate the notation.  
 
Black root rot resistance: A pathogenic isolate of Chalara elegans from tobacco plants 
grown in France was used for inoculation. Petri dishes (50 mm diameter) were filled with a 
substrate made from an inoculum solution (1.106 conidia/ml) mixed with silica (60 ml/100 g) 
and were maintained in a controlled environment growth chamber with 14 hrs photoperiod.  
 7
Chapitre III  / Article 2  
Day/night temperatures were 26/23°C for 8 days then 21/16°C for 10 days. Fifty seeds were 
germinated for each RIL in one Petri dish. Eighteen days after inoculation, seedlings were 
examined under a binocular microscope (x 40). RILs were ranged as resistant when no black 
lesions on roots and no visible chlamydospores are observed. RILs were ranged respectively 
as segregating or susceptible when xxx or xxx. Two resistant (ITB32, TN86) and two 
susceptible (4K78, BB16) genotypes were included in the experiment as controls.  
 
Statistical analysis 
All statistical analyses were performed with STATGRAPHICS Plus 5.0 (©Statistical 
Graphics Corp, available via http://www.sigmaplus.fr). Excluding smoking traits, all traits for 
each RIL were measured in the three replicates. Moreover, parents were repeated twice in 
each replicate. Mean and standard deviations were estimated for each trait on the 114 RILs 
population and both parents. Deviation from normality was tested by asymmetry and 
flattening coefficients. Significant differences between parents for all traits were studied by 
Multifactor Anova (sum of squares, type III) with replicate and genotype for the main effects. 
RILs were declared transgressive lines when they were higher or lower than the highest or 
lowest parent by at least two fold standard variation of the parents. 
QTL analysis was performed using an adjusted mean. To obtain a corrected average 
value for all traits studied, to minimize environmental variations, all data, except data 
resulting from smoking experiment, were corrected before QTL analyses. Since the three 
repetitions could not be sufficient to control environmental effects, a matrice was constituted 
with residual obtained by variance analysis of traits, on the model: 
Residual = Yij - constant term - RILs effect - repetition effect  
The 354 lines represented the total number of parcels and the 25 columns represented 
the most important traits for breeders (DVPND, NPND, TPDS, Dev4, LB, COU, FLO, SRT, 
ASH, NT, ASN, AT, CIT, MAL, CL, EP, PP, PRO, NIRSWEI, CB, NIRSTAR, PM, 
HPLCNIC, ANAT, STEM). A Hierarchical Ascendant Classification (HAC, Ward algorithm) 
was assessed on lines with UNIWIN (C.R. Charles®1994-2003, available via 
www.sigmaplus.fr). Similar parcels on traits values base were close to each other on the 
diagram. Seven groups of parcels were constituted from this HAC analysis. Variance analysis 
was performed according to the model: 
Yij = constant term + RILs effect + repetition effect + group of parcel effect + residual 
With Yij=mean for RIL i and repetition j 
These means were used for QTLs analysis, and phenotypic correlations among some 
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agronomical, chemical and smoking traits were estimated by Pearson correlations. 
When genotypic effect within RILs was found, broad sense heritability was evaluated from 
variance analysis as follow:  
h²=σ²g/[σ²g+(σ²e/n)], where σ²g is the genetic variance ,σ²e is the environmental variance 
and n the coefficient for σ²g from the genotype expected mean square in the RANDOM 
statement of PROC GLM (SAS, xxx). 
 
Molecular data analysis  
Analysis of AFLP, ISSR and SSAP markers were performed with the program 
Genescan 3.1 and semi automated scoring was performed with Genotyper 2.5 (Applied 
Biosystems). Fragments were chosen within a size range of 80-500 bp, discriminative at +/- 
0.3 bp and a peak height superior to 100. Polymorphic markers with reproducible patterns on 
parents were dominantly scored on the RILs as 0 (fragment absent) or 1 (fragment present). 
Chi-square test was applied to test the segregation of the markers against the expected 
Mendelian segregation ratio of 1:1 in RILs. 
 
Linkage analysis  
Linkage analysis was performed with the software package MAPMAKER/EXP v.3.0 
(Lander et al. 1987) with the Kosambi function (Kosambi et al. 1944). Primary linkage groups 
were established with a minimum LOD (logarithm of odds ratio) score of 5.0 using non 
distorted markers with the “group” command. The best order of markers in each linkage 
group was established using the “order” and “try” commands and was validated with the 
“ripple” command. Then distorted markers were integrated with a LOD score of 5.0, and a 
maximal distance of 21 cM. They were integrated in the pre-established linkage groups, or 
they defined new linkage groups.  
 
QTLs analysis 
QTLs analysis was conducted with MapmanagerQTX (Manly et al. 2001) for linear 
regression using unliked markers and Windows QTL Cartographer, v2.0 (Basten et al.1994, 
Wang et al. 2001) for interval mapping (IM) (Lander and Bolstein 1989) and composite 
interval mapping (CIM) (Zeng 1993a, 1993b) using all the markers. For quick scanning of the 
entire genome, single marker analysis was first performed. Then QTLs detection was 
performed by IM and CIM. For CIM, five cofactors with the highest F values were taken into 
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account with a window size of 10 cM around the test interval (model 6 of QTL cartographer). 
Statistical significance threshold for declaring a putative QTL was determined by 
permutations of the data set. After 1000 permutations, a mean of LOD thresholds of 2.5 was 
chosen, corresponding to a genome-wise significance level of α = 0.10  
 
Results 
 
Markers polymorphism 
On the 256 AFLP combinations for the four primer combinations tested, E+A/M+C, 
E+C/M+G, P+A/M+C, P+C/M+G, an average of 45 unambiguous bands, ranging from 80 bp 
up to 550 bp was detected per primer combination. The number of primer combinations 
detecting polymorphism in the segregating population was respectively 28 (10.9 %), 24 (9.4 
%), 42 (16.4 %), and 32 (12.5 %) for these four primer combinations. These 126 primer 
combinations generated a total of 146 polymorphic markers, which sized between 65 and 469 
bp (Table 4).  
A total of fifty ISSR primer combinations were tested on the parents. All combinations 
produced multiple banding profiles, from 100 bp up to 650 bp. From these 50 combinations, 
thirteen primer combinations produced one polymorphic marker per primer combination 
(Table 4). 
The twelve primer combinations for HindIII SSAP and the two primer combinations for 
TaqI SSAP produced multi-banding profiles, with an average of 50 unambiguous bands from 
80 bp up to 600 bp. A total of 20 polymorphic bands were obtained, 15 with HindIII 
restriction enzyme, and 5 with TaqI restriction enzyme (Tab.4). Among the three primers 
designed, the primer Ts was the most efficient to detect SSAP polymorphism, yielding up to 5 
polymorphic markers per primer combination. Only three markers were detected with primer 
Tsa, and one with primer Aur. The size of SSAP fragments were ranged from 109 bp to 475 
bp. 
 
Biological test for resistance 
In the controlled inoculation with PVY, Forty four RILs (42.6%) were ranged as 
susceptible as the three susceptible cultivars, ‘BB16’, ‘ITB30’ and ‘4K78’, since all the 12 
plants tested by genotype displayed high level of necrotic symptoms. Fifty four RILs (52.5 %) 
were clearly ranged as resistant as the control cultivars (‘PBD6’, ‘ITB32’ and ‘TN86’) since 
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necrotic symptom was observed on none of the 12 plants tested. Segregating genotypes 
represented 4.9 %, with one up to eleven of the 12 plants expressing necrotic symptoms. The 
segregation resistant:susceptible fitted with the 1:1 ratio (P=0.31), as expected for RILs 
population. 
In the controlled inoculation with C. elegans for evaluating black root rot resistance, 
susceptible controls (‘4K78’ and ‘BB16’) and 71 RILs (65 %) displayed a high level of 
lesions and chlamydospores on roots and were ranged as susceptible. No visible symptom 
could be observed in resistant controls (‘ITB32’ and ‘TN86’) and in 35 RILs (35 %), which 
were ranged as resistant. Segregating genotypes (resistant and susceptible plants among the 
fifty germinated seeds) represented 2.7 %. The segregation resistant:susceptible did not fitted 
with the 1:1 ratio (P=4,7 10-4).  
 
Marker segregation and Map construction  
A total of 182 polymorphic DNA markers, AFLP (146), ISSR (13) SSAP (20) SCARs 
(3), were obtained (Table 4). In addition to these markers, two resistances (PVY and black 
root rot) were studied. The 182 DNA markers were subjected to a chi-square test using the 
expected 1:1 ratio for parental alleles. Of all DNA markers, 84 markers (46%) showed 
distorted segregation (P<0.05, chi-square test). They represented respectively 46%, 31%, and 
70% of the AFLP, ISSR, and SSAP markers. Of these distorted markers, 59 were derived 
from ‘4K78’, and 26 were derived from ‘ITB32’, indicating that the distorted markers mainly 
originated from parent ‘4K78’. Distorted markers were integrated into the linkage map in a 
second step of analysis (Fig.1). 
Of the total of 184 markers including the two resistances, 99 non distorted markers were 
firstly used for the construction of the genetic linkage map. They were assigned to 15 linkage 
groups by two point linkage analysis (LOD ≥ 5 and maximal distance = 21 cM). At this step, 
26 non distorted markers remained unassigned. Analysis with multipoint linkage data 
generated a framework map. Secondly, the 85 skewed markers were added and included into 
the linkage map when no conflicting marker orders was found comparing to the first linkage 
map. The resulting map covered a total length of 707.6 cM and included 18 linkage groups 
(LG) (24 expected LG) with an average chromosome length of 5 cM and a total of 141 
markers (Table 5). Forty six (25%) markers remained unlinked. All the three types of 
markers, ISSR, AFLP and SSAP, were dispersed throughout the genome. 
The group with the higher number of markers was LG3 (33) and the largest one in cM 
size was LG9 (162 cM) (fig. 1). LG3 and LG14 grouped 47% of mapped markers. Biological 
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markers for PVY and black root rot resistance were respectively on these two linkage groups. 
Among the 18 LG, one LG (LG17) included exclusively distorted markers whereas six 
included exclusively non distorted markers (LG1, LG2, LG4, LG6, LG8, LG10). Distorted 
markers on LG9 and LG14 were in favour of ‘4K78’, with a 4:1 ratio and a 3:2 ratio 
respectively. Distorted markers on LG17 are in favour of ‘ITB32’ with a 4:1 ratio 
 
Trait variations and correlations 
All the 59 traits showed a large phenotypic variation in the RILs population and 
significance differences among the RILs for all traits were detected (Table 7). The parental 
lines showed significant differences (Table 7) for 30 of the 59 traits. ITB32 have a longer 
leave harvesting time than 4K78, and give a better yield than 4K78 for leaf stages 3 (Pds3), 4 
(Pds4) and total weight (TPDS) but these tobaccos are not significantly different for leave 
development (Dev), quality (N) and axillaries shoots and suckers (LB and HB). ITB32 has a 
darker colour with a later flowering date than 4K78, but it has a lower stem rate than 4K78.  
ITB32 and 4K78 are significantly different for 15 of the 24 chemical traits. ITB32 contains 
less total alkaloid (NIRSALC, HPLCAT), nicotine (NIRSNIC, HPLCNIC), asparagic acid, 
ashes, chlorine, malic acid and total nitrogen than 4K78 and have a reduced specific activity 
(PM). On the contrary, ITB32 contains a higher rate of reducing sugars (SRT), tar 
(NIRSTAR) and anatabine (ANATA) than 4K78.  The parents are significantly different for 
four of the nine smoke related traits such as CO gaze, tar content, total particulate matter 
(TPM) and b[a]p content, with ITB32 having the highest rates. No significant differences 
were found for citric acid, ether petrol extract, polyphenols, anabasine, nornicotine, nicotine 
in smoke analysis and cigarettes compacity.  
Transgressive segregations with RILs displaying values higher or lower that the highest 
or lowest parent by at least 2 SDs were observed for most of traits in both or in one direction 
(Table 7). Transgressive segregation with a higher value than parents by at least 6 standard 
deviation units was observed for nornicotine. Among the transgressive lines, RIL n°111 had 
extreme values for asparagin, tar content (NIRSTAR), total nitrogen, specific activity (PM), 
proline, reducing sugars, citric acid and chlorine. Deviation from normality was observed for 
four traits: laeve harvesting time for positions 1 and 2 on the stalk (DV1 and DV2), suckers 
(LB) and nornicotine. Four data transformations were tested (Log, inverse, square root, cubic 
root) and normality could only be restored for nornicotine with the inverse function. 
Heritability was high for height agronomic traits (> 0.5), particularly for maturity length 
(except DV1), total weight of cured leaves (TPDS), suckers (LB) and stem rate. In chemical 
 12
Chapitre III  / Article 2  
traits, nornicotine, anabasine, anatabine and tar content displayed the highest value of 
heritability (> 0.5). Chemical traits such as chlorine content showed poor heritability.    
 
Correlations 
 Four traits were studied with two different methods.Total alkaloids (NIRSALC and 
HPLCAT) and nicotine (NIRSNIC and HPLCNIC) were analysed by NIRS prediction and 
HPLC. Tar content (NIRSTAR and TAR), and tobacco weight in cigarettes (NIRSWEI and 
Wtob) were analysed by NIRS prediction and the true value in cigarettes. Mainly strong 
positive correlations were found between the two measures. Regression coefficients for 
nicotine and total alkaloids between HPLC analysis and NIRS prediction were respectively 
0.89 and 0.85. Regression coefficients for tar and tobacco weight between NIRS prediction 
and the true value in cigarettes were respectively 0.81 and 0.60.  
Phenotypic correlations among 32 traits are detailed in Table 9. These 32 traits 
represented one type of measure for the four traits measured using two techniques, measures 
on the whole plant for maturity length (DVPND) and cured leaf quality (NPND), the chemical 
traits and the smoking traits the most interesting in tobacco breeding.. 
Maturity length was positively correlated with colour, reflecting that green leaves are 
longer to reach maturity. No strong correlation was observed between agronomical traits and 
chemical traits. Strong correlations between smoke and leaves characteristics were observed: 
tar content was positively correlated with reducing sugars, and negatively with malic acid, 
nitrogen, ashes and total alkalinity of ashes. Nitrogen content was positively correlated with 
asparagin, malic acid, and specific activity (PM). It was negatively correlated with total 
weight of cured leaves (TPDS) and reducing sugars. As a consequence, specific activity was 
correlated with nitrogen content, ashes, malic acid and asparagin. Alkaloids content was 
independent from the other chemical or morphological traits. Nicotine was highly correlated 
to total alkaloids, and with individual alkaloids such as anatabine and anabasine, which are 
strongly correlated between them. Benzo[a]pyrene (B[a]p) content was positively correlated 
with tar and reducing sugars content, as a consequence it was negatively correlated with 
nitrogen and specific activity. B[a]p was positively correlated with maturity length which 
suggested that late maturity plants tended to have more reducing sugars involved in b[a]p 
synthesis.  
 
QTL analysis 
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A total of 59 traits were analysed. Seventy five significant associations were detected 
between markers and phenotypic data by IM, CIM or both, and concerned 52 traits. CIM 
detected 69 QTLs, and IM detected 33 QTLs. Fourty one and six QTLs were respectively 
detected specifically by CIM and by IM (Table 10).  
One up to three QTLs for the same trait could be detected, explaining from 7 % up to 
41.5 % of the phenotypic variation. QTLs were identified on 12 of the 18 linkage groups. 
Some linkage groups had QTLs linked to agronomical traits (LG1, LG16), or chemical traits 
(LG4, LG12), or both. Nineteen (38 %) of the 49 QTLs showed an effect opposite to that 
expected from the means of the parents, when significant differences were found between 
parents. 
 
Agronomical traits 
QTLs were detected for all agronomical traits except for Dev2. For suckers (LB), three 
QTLs were detected, explaining 63 % of suckers production. Two strong QTLs located on 
LG1 and on LG9 explained 21.45 % and 33.31 % of the variation. The third was on LG3, 
explaining 8 % of variation. In addition, an unliked marker EA7 was detected linked to 
suckers variation and explained 13 % of the variation. For axillary shoots (HB), one QTL 
explaining 14.7% was detected on LG3. For leave harvesting time (DV), QTLs were found 
for all stalk positions on two linkage groups, LG9 and LG13. Colocalizing QTLs for DV1, 
DV2 and DV3 were found on LG9, and explained respectively 30.3 %, 44.1 % and 14.8 % of 
variation. QTLs for DV2, DV3, DV4 and DVPND were found on LG13. These four QTLs 
showed an effect opposite to that expected from the means of the parents, with 4K78 allele 
increasing leave harvesting time. Colour in field was affected by one QTL that colocalized 
with DV4 and DVPND on LG13 and showed an opposite effect to that expected from the 
mean of the parent. For quality assessment on cured leaf (N1 to N4 and NPND), seven QTLs 
were spread on three linkage groups. They explained low variation except for the one 
localized on LG14, which explained 20 % of the N4 phenotype. Surprisly, a second QTL for 
N4 was found on the same chromosome, but with an opposite effect. General aspect of the 
plant (Type) was affected by two QTLs. The first QTL explained 41.5 % of variation with a 
LOD of 6.0 on LG14 and the second QTL explained 17% of this character and was found by 
linear regression with an unliked marker, EA10 (LRS 20). For stem content, one QTL was 
found on LG1, explaining 16 % of variation. For weight of cured leaf (PDS1 to PDS4), five 
QTLs were found and explained low variation except the QTLs linked to Pds1 and localized 
on LG3, which explained 23.3 % of variation. This QTL was detected by IM only. For fresh 
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leaf development (Dev1 to Dev4 and DevM), six QTLs were found and explained each low 
variation (< 15 %).  
 
Chemical traits  
 A total of 32 QTLs were detected for 20 of the 24 traits obtained by NIRS or HPLC 
analysis. QTLs for 14 traits of the 18 predicted by NIRS were found while QTLs were 
detected for all traits analysed by HPLC. On the 23 QTLs of traits obtained by NIRS, 10 had 
an opposite effect to the one expected from the mean of the parent, such as the QTL for 
specific activity (PM) found on LG15. Ashes were affected by three QTLs, localized on LG2, 
LG3 and LG7. The most significant of these three QTL, localized on LG7, explained 16.3 % 
of phenotypic variation. For this QTL, the allele of ‘4K78’ increased ashes content while the 
two others QTLs had allelic effects opposite to the side expected from the mean of the parent. 
Polyphenols (PP) and proline (Pro) contents were affected each by two QTLs, explaining 
from 12.7 % up to 18.3 % of phenotypic variation. Reducing sugars content (SRT) was 
affected by three QTLs, explaining from 8.7 % up to 16.7 % of phenotypic variation. Two 
QTLs were located on the same linkage group (LG3). The allelic effect was opposite to the 
one expected from the mean of the parent. For anatabine and anabasine contents, colocalizing 
QTLs were detected on LG4. They explained 27.8 % and 27.1 % of the phenotypic variation. 
A second QTL for anabasine content was found on LG14, explaining 9.6 % of the phenotypic 
variation. For total alkaloid content (HPLCAT) measuring by HPLC, two QTLs were 
detected, one of them colocalized with a QTL linked to nicotine content on LG9. These two 
QTLs explained each more than 17 % of the phenotypic variation with the expected effect.  
 
Cigarette or smoke related traits 
QTLs were detected for seven of the nine traits related to cigarette or smoke properties. 
For cigarette compacity (Invcomp), two QTLs were found on LG9 and LG14, each explaining 
13% of the phenotypic variation, and only one with the expected effect. An additional QTL 
was found by linear regression with an unliked marker, EA10 and explained 12% of the 
phenotypic variation. For cigarette density (Fden), one QTL explaining 20.5 % of variation 
colocalized with the QTLs linked to total alkaloids and nicotine contents on LG9. 
Benzo[a]pyrene content was affected by one QTL explaining 19.9 % of the phenotypic 
variation, and colocalized with the QTL linked to cigarette compacity on LG9.  
 
Discussion 
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This is the first study of research of QTLs linked to agronomical traits, leaf chemical 
compounds, and cigarette and smoke properties in tobacco. These last traits are particularly 
important for industrials. Studies on tobacco markers linked to traits concerned mainly 
resistances controlled by major genes (Bai et al., 1995; Nogushi et al., 1999; Nishi et al., 
2003) rather than complex traits such as tobacco quality. This is probably due to the difficulty 
for finding DNA polymorphism within N. tobaccum (Ren et al, 2001; Rossi et al. 2001; del 
Piano et al. 2000).  
Choice of the segregating population 
In order to create high level of polymorphism for constructing dense linkage map, the 
strategy involving interspecific crosses was used in various Solanaceous species such as 
tomato or potato (Tanksley et al. 1992; Haanstra et al. 1999) and in other genus as cotton 
(Lacape et al. 2003), grape (Grando et al. 2003), and onion (Heusden et al. 2000). In 
Nicotiana genus, previous works showed that sexual hybrids between N. tabacum and other 
Nicotiana species resulted in sterile hybrid (Kostoff 1930; Fardy and Hitier 1945; 
Palakarcheva 1988). In addition, the true recombination-distance (cM) map order may not be 
represented in interspecific crosses, due to the high degree of segregation distortion in this 
type of mapping population. Therefore, we chose a segregating population resulting from an 
intraspecific cross. Concerning the type of the segregating population, RILs was chose since 
they allow gain precision for QTLs mapping as demonstrated in maize (Austin and Lee, 
1996). Moreover, RILs allow the use of dominant markers, and the production of high 
quantities of tobacco per genotype to develop smoking experiment. 
 
Polymorphism detected 
For optimising the research of QTL, linkage saturated maps have to be developed. They 
require large number of polymorphic markers such as AFLP, which has been widely used in 
genetic mapping of large genome such as sunflower, (Al-Chaarani et al. 2004), or Populus 
(Yin et al. 2004). In our study, whatever the technique used (AFLP, ISSR and SSAP), a low 
level of polymorphism was detected (i.e. one up to three polymorphic bands per AFLP primer 
combination). This result is in agreement with the narrow genetic bases of N. tabacum (Ren et 
al, 2001; Rossi et al. 2001; del Piano et al. 2000).  
 
Linkage map obtained 
The genetic map covered 705 cM and 18 linkage groups, on the 2400 cM length that 
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could be expected for 24 linkage groups. Seven linkage groups counted less than four 
markers. Up to now, 182 molecular markers were obtained in this intraspecific cross and only 
76.6 % could be mapped.  
High level of polymorphism was observed into two chromosomic regions, in which 65 
markers of the 138 mapped markers were located. The first region is associated with PVYN 
resistance, which was originated from chemical treatment (Koelle 1961). The chemical 
treatment induced a large deletion of about 1Mpb associated to PVYN resistance (Nogushi et 
al. 1999). The second chromosomic region  is associated to black root rot resistance, 
originating from an interspecific introgression (Clayton 1969). The presence of high level of 
polymorphism in introgressed region has been already described in previous studies on 
tobacco (Bai, 1995). Bai suggested that the high diversity of DNA sequences conducted to 
low occurrence of recombination between the alien transfer and the corresponding host 
chromosomal segment. A similar hypothesis can be suggested for deletion regions. The high 
level of polymorphism in chromosomic regions associated to resistances is in agreement with 
our previous studies (Julio et al. 2005), in which seven AFLP polymorphic markers on 33 
analyzed were associated with resistance genes. In conclusion, the tobacco genetic variability 
of our population seems to be mostly related to breeding programs for pathogen resistances. 
 
Distribution of markers 
Markers generated from EcoRI/MseI and PstI/MseI restriction enzymes are not equally 
overspread on the tobacco genome. Preferential localisation of markers generated using 
PstI/MseI markers in extremity of linkage groups such as LG3 or LG7 may be due to 
hypomethylation of telomeric regions as reported in maize (Castiglioni et al. 1999). In 
addition, markers generated from PstI/MseI restriction enzymes are more affected by 
segregation distortion than from EcoRI/MseI.  
 
Segregation distortion 
Fourty six percent of markers showed segregation distortion and they are located mainly 
on the three linkage groups, LG9, LG14 and LG17. This value can be compared to 
segregation distortion found in alfalfa maps, where 18 to 50 % of the markers were distorted 
(Jenczewski et al. 1997; Brummer et al. 1993; Thoquet et al. 2002), or to diploid Fragaria, 
where 54% distorted loci were found (Sargent et al. 2004). Even if segregation distortion is 
more frequently reported in interspecific crosses (Zamir and Tadmor 1986), it also occurs in 
intraspecific crosses, such as in mungbean (Lambrides et al. 2004), in Medicago (Jenczewski 
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et al. 1997) or in chickpea (Flandez-Galvez et al. 2003). Structural reasons for distortion have 
been suggested in M. truncatula where distorted markers are concentrated on three linkage 
groups (Thoquet et al. 2002). Distorted loci on LG14 and LG9 are biased toward an excess of 
alleles from ‘4K78’, the maternal donor. Similar observations on Fragaria were reported by 
Davis and Yu (1997), who speculated that the maternal grandparent cytoplasm may have 
provided gametic or zygotic cellular environment that favour the transmission of F. vesca f. 
semperflorens alleles. In our study, distorted markers on LG7 are biased towards an excess of 
alleles from ‘ITB32’, the paternal donor. Skewed loci in diploid Fragaria were biased towards 
an excess of alleles from the paternal crossing parent: Sargent et al. (2004) considered 
alternative causes to those proposed by Davis and Yu (1997), such as the role of self 
incompatibility locus (S) in irregular segregation at meiosis.  
The type of population screened for genetic mapping, RILs, can have a role in distortion 
segregation as suggested by Paran et al (1995), whom reported a significant increase of 
distorted loci from F2 to F7 generations, with progressive cycles of meiosis. He proposed the 
hypothesis of cumulative effect of selection against alleles of one of the parent during the 
propagation. 
 
Trait distribution and transgression 
High heritability observed for traits such as leave harvesting time (from 0.44 for DV1 up 
to 0.77 for DVPND), suckers or low buds (0.69) and stem rate (0.8) suggested that only a few 
genes could be involved in the genetic control of these traits. QTLs explaining an important 
part of variation could be detected for some of these traits: DV1, DV2, suckers and type. The 
positive correlation between the heritability and the high percentage of variation explained by 
QTLs has been reported for fruit weight and diameter and some aroma volatiles in tomato 
(Saliba Colombani et al. 2001). 
Transgression was observed for 41 traits on the 59 studied. In 13 cases, transgression 
was associated with the detection of QTLs having opposite effect to those expected from the 
mean of the parent. However, no transgressive QTL could be found for some traits such as 
suckers, despite their transgressive segregation in RILs. Similar observations on RILs 
transgression and QTLs detection were reported by Saliba-Colombani et al (2001) in the study 
of organoleptic quality in tomato. On the other hand, some traits such as ashes, total alkalinity 
of ashes or maturity length were associated with QTLs having opposite effect to those 
expected from the mean of the parents and they did not display transgressive segregation in 
the RILs. Such QTLs were observed in tomato, where 36 % of QTLs had alleles with effects 
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opposite to those predicted by the phenotypes of parents (deVicente and Tanksley, 1993). In 
the present study, two QTLs were detected for proline and for polyphenols, and a QTL was 
detected for citric acid, although parents were not significantly different for these characters. 
Transgressive segregation observed in RILs for these traits could be explained by the presence 
of complementary QTLs alleles in the two parental lines.  
 
QTLs detection 
 The results obtained with CIM were quite close to those obtained with IM, but CIM 
detected a higher number of QTLs than IM. LOD score obtained by CIM were higher than 
with IM, but variance and effect were higher with CIM for some traits and lower for others. 
CIM was particularly useful for traits as N4 on LG14, where two QTLs were mapped. IM did 
not detect any QTL whereas CIM could distinguish two QTLs, with opposite effects. The use 
of both CIM and IM for QTLs analysis was also of interest in sorghum (Rami et al. 1998), in 
tomato (Saliba Colombani et al. 2001), particularly with closely linked QTLs. 
   
QTLs were clustered on linkage groups and some linkage groups did not carry any QTL. 
QTLs for agronomical trait such as buds number, maturity length or cured leaf quality were 
mainly localized on linkage groups 1, 9, 13 and 14. QTLs for chemical trait such as tar 
content, ashes, or reducing sugars were mainly localized on linkage groups 3 and 7. QTLs for 
alkaloids were mainly localized on linkage groups 2 and 4. The clustering of QTLs has been 
reported in previous studies relative to others solanaceous species, such as in tomato. Causse 
et al. (2002) showed that a few chromosomal regions controlled the variation of sensory and 
instrumental traits. 
QTLs colocalizations could be due to physiological or physical correlations, as for 
maturity length and colour of fresh leaves on LG13. The positive correlation between 
reducing sugars and tar is well illustrated on LG3 by the colocalization of QTLs linked to 
these traits. The negative correlation between ashes and tar is illustrated on LG7 by the 
colocalization of QTLs related to leaf nitrogen content as ashes, AT, PM and QTLs related to 
leaf sugars content as TPM and TAR. In this case, hypothesis for pleiotropic effect of a single 
gene could be more accurate than the effects of tightly linked loci.  
 
Conclusion 
This was the first study concerning linkage mapping and QTLs detection for 
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agronomical and chemical properties of tobacco leaf, and smoke related traits. This map 
represents a starting support, to improve with new markers. Even if less than half of the 
genome could be mapped, 75 QTLs were detected, involved in physical and chemical 
properties of leaf and smoke. As it was the first study concerning QTLs for tobacco quality, 
QTLs detected in the present study will have to be confirmed in new QTL detection 
experiments. Results obtained in this work open interesting perspectives in the development 
of tobacco genomics, as they are complementary with sequencing projects integrated in the 
Tobacco Initiative Project (Lommel et al. 2004). Such a work may provide bridges between 
genetic and physical map of tobacco, and improve genes identification. 
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Figure 1: Linkage map derived from 114 RILs of Nicotiana tabacum, and QTLs positions for traits related to leaf quality. 
Marker positions are shown by horizontal lines. Marker names are to the right of each group whereas cumulative 
distances are shown to the left. Distorted markers are indicated with a D for the first letter name. QTL detected by CIM 
are in normal letters, QTLs detected by IM are in italics and QTLs detected by CIM and IM are in bold. QTLs mapping to 
the same locus are indicated by an arrow.       
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Table 1: Description of the parents of the RILs population of Nicotiana tabacum 
Phenotype ITB32 4K78 
Plant type 
Colour of leaves 
Form of leaves 
Flowering date 
Vegetative length 
Quality of tissue 
Yield 
Disease resistance 
PVYN 
Black root rot 
Chemical composition 
Alkaloid content 
Sugar content 
Nitrogen 
Nicotine 
 
Dark green 
Large 
Late 
Long 
Low 
High 
 
Resistant 
Resistant 
 
Low 
High 
Low 
Low 
 
Clear green to bleached 
Small 
Early 
Short 
Medium to High 
Medium 
 
Susceptible 
Susceptible 
 
Medium to High 
Low 
High 
Medium to High 
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Table 2: List of the adaptors and primers sequences used for the amplification of ISSR, SSAP and SCAR 
markers amplification. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
a X = AFLP selective nucleotide (A/T/G/C) 
b Nucleotide ambiguity code: Y=pyrimidine (C or T), R=purine (A or G), V=not T, H=not G) 
c  SSAP selective nucleotide: AC/AG/GC/CT 
d Primer Ts and Tsa were designed into the sequence of the SINE TS (Yoshioka et al. 1993)  
e primer Aur was designed into the SINE Aur, accession AB046123 (not published). 
Name of primer Sequence 
AFLP adaptors 
AdaEcoRI-1 
AdaEcoRI-2 
AdaPstI-1 
AdaPstI-2 
AdaMseI-1 
AdaMseI-1 
CTCGTAGACTGCGTACC 
AATTGGTACGCAGTCTAC 
CTCGTAGACTGCGTACATGCA 
TGTACGCCGCAGTCTAC 
GACGATGAGTCCTGAG 
TACTCAGGACTCAT 
AFLP primers 
EcoRI-XXXa  
PstI-XXXa 
MseI-XXXa 
GACTGCGTACCAATTCXXX 
GACTGCGTACATGCAGXXX 
GATGAGTCCTGAGTAAXXX 
ISSR 5’ labelled primers 
MF42   
MF51   
MF121   
K7   
K8 
GCTAACAACAACAACAAC  
GGGAACAACAACAAC  
GAGTCTCTCTCTCTCTC  
CAACTCTCTCTCTCT   
CCTGAGAGAGAGAGA 
ISSR non  labelled  primers 
ISSR-CT  
ISSR-CA  
ISSR-GATA 
ISSR-GAGAb  
ISSR-GAA  
ISSR-CA-3b  
ISSR-GAAAb  
ISSR-TAGb  
ISSR-TGC-b1  
ISSR-CCA-1b 
CTCTCTCTCTCTCTCTT  
CACACACACACACACAG  
GATAGATAGACAGACA  
GAGAGAGAGAGAGAGAYT  
GAAGAAGAAGAAGAAGAC  
CACACACACACACACARG  
GAAAGAAAGAAAGAAAGAAAY 
VVTAGTAGTAGTAGTAG  
HVTGCTGCTGCTGCTGC  
HVHCCACCACCACCACCA 
SSAP adaptors  
AdaHind1  
AdaHind2 
AdaTaq1 
AdaTaq2 
CTCGTAGACTGCGTACA 
AGCTTGTACGCAGTCTAC 
GACGATGAGTCCTGAG 
CGCTCAGGACTCAT 
SSAP primers  
Hind 
TaqI 
Hind-XXc 
TaqI-CA 
GACTGCGTACAAGCTT 
GATGAGTCCTGAGCGAC 
GACTGCGTACAAGCTTXX 
GATGAGTCCTGAGCGACCA  
SSAP SINE specific  primers 
Tsa d   
Ts d   
Aure 
CTCCCCACCTTGCTCTTG  
GAAACAGCCTCTCTACCC  
GCTCGAACCCGTGACCTCCTG 
SCAR primers 
PVYM   
E1    
E2 
Chal1-1  
Chal1-2  
TTAACAACAGCTTTTAGCAGACAC 
ACAACTGGCAAGCTAAGCTCATT 
CAAGCTAAGCTCATTATCAGAGCA 
TAACAGCCTAACCCTATTCC 
AATTCAAGGGGTAAAGCTATTC 
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Table 3: Prediction of tobacco quality parameters by NIRS sytems and its accuracy (R2) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
a, N= total number of individuals used for calibration,  
b, SEC= Standard Calibration Error, 
c, R2=Regression coefficient 
 
Parameter Na Mean Range SECb R2c 
Total alkaloids 714 1.50 0-4.23 0.11 0.99 
Alkaloids HPLC (nicotine) 214 1.25 0-4.31 0.14 0.98 
Reducing Sugars 708 18.34 0-38.26 1.06 0.97 
Ashes 706 14.58 4.81-24.35 0.71 0.95 
Total nitrogen 523 1.77 0.41-3.14 0.08 0.97 
Dried Matter (%) 623 92.63 87.04-98.21 0.46 0.94 
Asparagin 108 0.87 0-3.56 0.12 0.98 
Total alcalinity of ashes 156 256 42-469 9.58 0.98 
Citric acid 153 2.76 0-10.45 0.25 0.99 
Malic acid 155 5.65 0.96-10.35 0.34 0.95 
Chlorine 153 0.96 0-2.94 0.13 0.96 
Petrol Ether extract 153 3.98 0-7.99 0.22 0.97 
Polyphenols 90 2.91 0-6.91 0.28 0.96 
Proline 79 0.83 0-2.62 0.09 0.98 
Tobacco weigth in cigarettes 156 885 490-1280 60.05 0.79 
Condensate 154 22.27 12.16-32.38 1.43 0.82 
Tar 155 16.73 8.28-25.18 0.95 0.89 
Specific Activity (Ames test) 193 2416 0-6001 228.85 0.96 
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Table 4 : List of AFLP, SSAP and ISSR markers, with the corresponding primer combination and the size of marker in bp. For AFLP marker names, E means EcoRI/MseI 
enzymes, P means PstI/MseI enzymes. Primer combinations are ordered by selective bases for Eco/Mse or Pst/Mse primers.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
* indicates markers with distortion segregation at P<0.05 
 
Primer 
Code 
Primer 
Combinatio
n 
Size of 
Markers 
in bp 
Primer 
Code 
Primer 
Combination 
Size of 
Markers 
in bp 
Primer 
Code 
Primer 
Combination 
Size of 
Markers 
in bp 
Primer 
Code 
Primer 
Combination 
Size of 
Markers 
in bp 
Primer 
Code 
Primer 
Combination 
Size of 
Markers 
in bp 
AFLP markers AFLP markers AFLP markers AFLP markers ISSR markers   
EA1 AAA/CGC 166 EC3 CAG/GTG  127 PA16* AAG/CGA 469 PA53* ATA/CAA 226 ISSR1*  MF42 ISSR-CA  392 
EA2* AAG/CAG 126 EC4 CAG/GTT  232 PA17* AAT/CAC 107 PC1* CAA/ GGG 145 ISSR2  MF23 ISSR-GATA 156 
EA3* AAG/CGA 119 EC5 CAT/GAT 264 PA18 AAT/CAT 164 PC2* CAA/ GTA 215 ISSR3  K7 ISSR-CCA-1  166 
EA4 AAT/CCT 119 EC6 CCA/GCC   301 PA19* ACC/CTA 85 PC3* CAA/ GCA 219 ISSR4  K8 ISSR-GAAA    243 
EA5 AAT/CCT 163 EC7 CCA/GGA 126 PA20* ACC/CTT 273 PC4* CAA/GCC 209 ISSR5  MF21 ISSR-GAAA  360 
EA6 AAT/CGT 318 EC8 CCA/GGC  154 PA21 ACC/CCG 307 PC5* CAA/GCG 172 ISSR6  K7 ISSR-TAG  90 
EA7 ACA/CGC 152 EC9* CCC/GAT 139 PA22 ACG/CTT 212 PC6* CAC/GCT 112 ISSR7  K7 ISSR-TAG  320 
EA8 ACC/CAA 65 EC10* CCC/GCG 188 PA23 ACT/CTC 359 PC7 CAG/GAT 316 ISSR8  K8 ISSR-CA-3   358 
EA9 ACC/CAA 209 EC11 CCG/GCT 335 PA24* ACT/CAT 387 PC8* CAG/GCA 150 ISSR9*  MF51 ISSR-TGC-1 151 
EA10* ACC/CGT 110 EC12 CGA/GAG  175 PA25 ACT/CCA 129 PC9* CCC/GGC 112 ISSR10* MF51 ISSR-TGC-1 146 
EA11* ACG/CAG 159 EC13 CGA/GCG 103 PA26* AGA/CAG 225 PC10 CCC/GGC 122 ISSR11  MF51 ISSR-CT 558 
EA12* ACG/CCC 202 EC14 CGG/GAC 134 PA27* AGC/CGG 209 PC11 CCC/GGC 203 ISSR12  MF121 ISSR-TAG  105 
EA13 ACG/CCT 245 EC15 CGG/GGA  229 PA28* AGC/CGT 414 PC12* CCC/GTG 180 ISSR13* MF42  ISSR-GAA  306 
EA14* AGA/CTT 240 EC16 CGG/GTC  107 PA29* AGC/CTA 113 PC13* CCG/GAA 253    
EA15 AGC/CAA 155 EC17 CTA/GGC 91 PA30 AGC/CAG 160 PC14 CCT/GGG 219 SSAP markers 
EA17 AGC/CAA 386 EC18* CTA/GTA  194 PA31* AGC/CGA 208 PC15* CCT/GCA 167 HACTS1* Hind-AC/Ts 202 
EA18* AGC/CCG 254 EC19* CTA/GTT 133 PA32* AGG/CCA 134 PC16* CCT/GCC 108 HACTS2  Hind-AC/Ts 205 
EA19* AGC/CCG 343 EC20* CTG/GAT 270 PA33* AGG/CCC 153 PC17* CCT/GGA 314 HACTS3* Hind-AC/Ts 222 
EA20 AGG/CCC 136 EC21 CTG/GGT  150 PA34 AGG/CCC 156 PC18* CGA/GGT 192 HACTSA* Hind-AC/Tsa 399 
EA21* AGG/CCC 200 EC22 CTT/GAC 162 PA35* AGT/CTG 186 PC19* CGC/GGA 146 HAGAUR* Hind-AG/Aur 109 
EA22 AGG/CGA 179 EC23 CCA/GTG 105 PA36* ATC/CTC 296 PC20* CGT/GAC 119 HAGTS1*      Hind-AG/Ts                      385 
EA23 AGG/CTA 377 EC24 CCT/GCT 326 PA38 ATC/CAT 144 PC21 CGT/GTA 385 HAGTS2* Hind-AG/Ts 414 
EA24 ATC/CCT 171 PA1* AAA/CAG 108 PA39 ATG/CTC 154 PC22 CTA/GCT 149 HAGTS3* Hind-AG/Ts 441 
EA25 ATC/CTA 103 PA2 AAA/ CCG 222 PA40 ATG/CTC 326 PC23* CTC/GGT 450 HAGTS4  Hind-AG/Ts 445 
EA26* ATC/CTT 162 PA3 AAA/CCT 196 PA41 ATG/CCC 228 PC24 CTC/GTA 90 HAGTS5* Hind-AG/Ts 475 
EA27 ATG/CAA 215 PA4 AAA/CGA 160 PA42* ATG/CCT 176 PC25 CTC/GTA 148 HAGTSA1 Hind-AG/Tsa 313 
EA28 ATG/CCG 120 PA5 AAC/CTT 369 PA43* ATG/CCT 178 PC26* CTC/GCT 334 HAGTSA2 Hind-AG/Tsa 332 
EA29 ATG/CCT 248 PA6 AAC/CAC 218 PA44 ATT/CAA 169 PC27* CTG/GAT 142 HCTTS*  Hind-CT/Ts 167 
EA30 ATG/CGG 238 PA7 AAC/CCA 193 PA45 ATT/CAA 246 PC28 CTG/GCG 151 HGCTS1* Hind-GC/Ts 182 
EA31 ATG/CTT 132 PA8 AAG/CAA 101 PA46 ATG/CAC 190 PC29 CTT/GCA 198 HGCTS2* Hind-GC/Ts 202 
EA32 ATT/CGG 152 PA9 AAG/CTT 211 PA47 AGG/CCT 191 PC30* CAT/GGA 118 TCATS1* Taq-CA/Ts 172 
EA33 ATT/CGG 186 PA10 AAG/CTT 212 PA48 ATA/CTC 274 PC31 CAT/GGC 306 TCATS2* Taq-CA/Ts 239 
EA34* ATT/CTG 218 PA11* AAG/CCA 113 PA49 ATA/CTT 268 PC32* CGA/GAG 237 TCATS3* Taq-CA/Ts 242 
EA35* AAG/CGG 117 PA12* AAG/CCA 200 PA50 ATG/CAC 190 PC33 CGT/GCC 111 TCATS4  Taq-CA/Ts 245 
EA37 AGC/CAA 238 PA13* AAG/CCA 283 PA51* AGA/CCA 209 PC34* CCA/GGA 116 TCATS5  Taq-CA/Ts 250 
EC1 CAC/GCA 216 PA14* AAG/CCC 156 PA52* ATA/CAA 224 PC35* CGC/GAC 175    
EC2 CAG/GAT 292 PA15* AAG/CCC 202          
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Table 5:  Polymorphism, number of generated markers, size range in bp, and segregation distortion of linked and unliked markers within each class of markers.  
Marker type 
Primers 
(pairs) 
tested 
Primers pairs 
yielding 
polymorphism
 
Number of
markers 
 
Size range 
in bp 
Distorted 
segregation 
(X2 at P<0,05) 
AFLP 
  EcoRI/MseI  
  PstI/MseI  
ISSR   
SSAP 
   
SCARs 
Biological markers 
 
512 
512 
50 
15 
 
- 
- 
 
52 
74 
13 
8 
 
- 
- 
 
59 
87 
13 
20 
 
3 
2 
 
65-386 
85-469 
90-558 
109-475 
 
126-450 
- 
 
17 (29%) 
48 (55%) 
4  (31%) 
14 (70%) 
 
1 
1 
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Table 6: Description of the 18 linkage groups of the N. tabacum intraspecific linkage map 
 
 
Linkage 
group (LG) Size (cM) Segregation distortion 
Average 
density (cM) Total 
  Mendelian Distorted   
  segregation segregation   
1 5.5 2 0 5.5 2 
2 26.5 5 0 6.6 5 
3 113.8 28 5 3.6 33 
4 46.1 6 0 9.2 6 
5 27.6 3 2 6.9 5 
6 18.1 3 0 9 3 
7 22.1 6 2 3.2 8 
8 21.1 2 1 11 3 
9 162.6 1 9 32.5 10 
10 5.4 2 0 5.4 2 
11 36 4 1 9 5 
12 14.6 1 1 14.6 2 
13 30.7 2 4 6.1 6 
14 69.1 4 28 2 32 
15 6.1 2 1 3.1 3 
16 38.4 3 2 9.6 5 
17 60.2 0 5 15 5 
18 3.7 2 1 1.9 3 
      
Unliked -  23 23 - 46 
      
Total  707.6 99 85 4.97 184 
      
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Chapitre III / Article 2 
 32
Table 7: Variation of physical and chemical traits. Average values of the parent lines and test for significant 
differences (P<0.05) are detailed. Recombinant inbred lines are described by mean, standard deviation (SD), 
range of variation, and heritability. Presence of transgressive RILs (transg.) is noted as “+”.  
 
* Traits deviating from normality 
    Parents     RILs        
Item Code ITB32 4K78 P Mean (SD) Range  Transg. Heritability 
Physical traits                   
Leave harvesting   DV1*  82.7 70 0.0003 73.7 4.4 24 0.44
time (days) DV2*  100.7 78 0.0016 85.6 9.1 34 0.64
  DV3  115.5 85 0.0003 99.6 10.4 41 0.72
  DV4  124.8 97 0.0001 108.9 10 41 0.79
 DVPND 111.71 86.2 0.0000 95.9 9 44 0.77
Weight after PDS1  0.42 0.39 0.3421 0.38 0.06 0.31 + 0.27
harvesting (kg)   PDS2  0.56 0.38 0.0676 0.39 0.07 0.40 0.45
  PDS3  0.55 0.41 0.0046 0.44 0.08 0.51 + 0.37
 PDS4  1.20 0.92 0.0710 0.90 0.22 1.17 + 0.37
  TPDS 2.73 2.09 0.0014 2.10 0.35 2 + 0.50
Quality N1  56.7 40 0.1759 47.7 17.1 73.3 + 0.41
  N2  55 62.5 0.5877 46.9 17.1 88.3 + 0.33
 N3  46.7 42.5 0.2162 36.5 16.4 76.7 + 0.37
  N4  32.5 51.7 0.2290 28.6 14.2 69.3 + 0.48
  NPND  44.7 53.5 0.4774 37.1 13.6 71.9 + 0.44
Development of leaves Dev1  3.7 4.2 0.3559 3.8 0.9 4.7 + 0.33
  Dev2  3.3 4.2 0.2442 3.5 0.9 4.7 + 0.32
 Dev3  3.3 3.2 0.7502 3 0.8 4 + 0.22
 Dev4  4 3.2 0.4304 3 1 4.7 + 0.34
 DevM 3.5 3.6 0.8796 3.3 0.8 4.4 + 0.43
Axillary shoot  HB  3.8 2.5 0.1709 3.3 1.1 4.5 + 0.20
Suckers  LB*  1.5 0.2 0.1390 1 1.1 5 + 0.69
Colour in field  Cou  5.8 1.8 0.0001 3.5 1 4.3 + 0.51
Flowering date  Flo  2.2 3.5 0.0451 2.6 0.9 3.7 0.47
Morphological type  Type  5 1 0.0000 2.6 1.1 4 0.45
Stem rate Stem 15.5 21.5 0.0002 17.9 2.4 11.4 0.80
Chemical traits NIRS                  
Total alkaloids   NIRSALC  1.42 1.97 0.0254 1.82 0.37 1.84 + 0.33
Asparagic acid  ASN  0.06 0.35 0.0053 0.25 0.14 0.98 + 0.48
Total alkalinity of ashes AT  186.47 217.63 0.0165 204.26 23.56 117.8 0.44
Total Particulate Matter CB  29.05 25.25 0.0024 27.30 1.58 8.32 0.46
Ashes  ASH  10.33 12.28 0.0093 11.49 1.32 6.14 0.47
Citric acid  CIT  0.55 0.54 0.9254 0.56 0.23 1.39 + 0.21
Chlorine  CL  0.51 0.75 0.0359 0.65 0.1 0.56 0.07
Petrol ether extract EP  3.93 3.93 0.9904 3.80 0.21 1.16 + 0.16
Tar  NIRSTAR 22.18 18.46 0.0023 19.97 1.67 8.60 0.54
Nicotine  NIRSNIC  1.55 2.41 0.0023 2.09 0.41 2.29 + 0.38
Malic acid  MAL  5.67 6.44 0.1121 6.35 0.87 4.05 + 0.31
Dried matter  MS  93.86 93.67 0.3943 93.61 0.35 1.76 + 0.20
Nitrogen  NT  2.19 2.72 0.0078 2.61 0.34 1.88 0.37
Specific activity  PM  1603.6 2108.4 0.0238 2051.3 384.4 1881.3 + 0.35
Weight (mg/cig)  NIRSWEI 1112.7 1019.3 0.0357 1069.6 49.3 246.2 0.33
Polyphenols  PP  4.19 4.08 0.6743 4.09 0.27 1.32 + 0.30
Proline  PRO  1.2 1.3 0.0694 1.3 0.2 1.0 + 0.42
Reducing sugars   SRT  19.32 13.97 0.0032 15.57 2.97 16.59 + 0.37
Chemical traits  HPLC                 
Total alkaloids  HPLCAT 1.7 2.7 0.0038 2.23 0.47 2.13 + 0.47
Anabasine  ANABAS 0.04 0.04 0.8194 0.05 0.02 0.09 + 0.62
Anatabine  ANATAB 0.20 0.15 0.0474 0.20 0.08 0.43 + 0.72
Dried matter  HPLCMS 94.70 94.30 0.0601 94.18 0.38 2.00 0.32
Nicotine      HPLCNIC 1.38 2.46 0.0015 1.88 0.42 2.06 + 0.51
Nornicotine    NORNI* 0.08 0.06 0.4650 0.11 0.13 0.84 + 0.79
Smoke related traits                  
Weight tobacco Wtob 958 821 0.0547 900 74.32 411 +   
CO gaze CO  14.2 11.6 0.0073 12.7 1.1 4.4 +   
Filling Power or density FDen 277.9 239.2 0.0619 262.6 21.4 118.3 +   
1/compacity Invcomp 183.5 184 0.9324 183.4 11.7 58 +   
Puff count Puff 8.55 7.15 0.0529 8.06 0.80 4.30 +   
Tar  Tar 21.44 16.9 0.0019 19.2 1.77 8.16 +   
Nicotine Nico 1.46 1.80 0.1738 1.62 0.37 2.00 +   
Total Particulate Matter TPM 27.14 21.92 0.0268 24.53 2.35 11.16 +   
Benzo[a]pyrene B[a]p 21.50 11.23 0.0008 15.66 3.62 18.29   
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Table 8: Phenotypic correlations among 7 agronomical traits, 14 chemical traits (NIRS or HPLC) and 7 smoke related traits obtained in the RILs populations. Only significant 
correlations are shown (P<0.05). ns = non significant.  
 
LB Suckers                           
HB 0.46 Axillary shoots                         
Cou ns ns Colour                         
DVPND ns ns 0.75 Total leave harvesting time                      
Flo ns ns ns ns Flowering date                      
NPND ns -0.28 -0.29 -0.48 ns Total quality of cured leaves                   
Stem -0.21 -0.20 -0.46 -0.57 ns 0.35 Stem rate                     
ASN ns ns -0.47 -0.66 ns ns 0.40 Asparagin                   
AT 0.25 0.28 -0.38 -0.54 ns ns 0.36 0.57 Total alcalinity of ashes                 
CB ns ns 0.53 0.69 ns -0.30 -0.60 -0.70 -0.74 Condensate                 
ASH 0.21 0.27 -0.43 -0.56 ns ns 0.43 0.55 0.97 -0.75 Ashes                
MAL 0.23 0.33 -0.34 -0.46 0.22 ns 0.36 0.45 0.95 -0.65 0.95 Malic acid               
NT ns 0.20 -0.48 -0.65 ns ns 0.36 0.74 0.87 -0.69 0.86 0.83 Total nitrogen              
PM ns 0.24 -0.40 -0.56 ns ns 0.31 0.66 0.88 -0.69 0.85 0.83 0.95 Specific activity (Ames test)           
PP ns ns ns ns ns ns -0.30 ns -0.49 0.46 -0.49 -0.53 -0.35 -0.43 Polyphenols            
PRO 0.29 ns -0.29 -0.44 ns 0.36 0.22 ns 0.42 -0.38 0.43 0.37 0.38 0.36 ns Proline           
SRT -0.18 -0.25 0.42 0.57 ns ns -0.41 -0.66 -0.94 0.73 -0.94 -0.88 -0.92 -0.90 0.48 -0.35 Reducing sugars          
ANABA ns ns ns ns ns -0.24 ns ns ns 0.26 ns ns ns ns ns ns ns Anabasine         
ANATA ns ns ns 0.18 ns -0.23 ns -0.21 ns 0.28 ns ns ns ns ns ns ns 0.96 Anatabine         
HPLCAT 0.21 s ns ns ns -0.23 ns ns ns ns 0.20 0.25 0.24 ns ns 0.28 -0.22 0.76 0.62 Total alkaloids (HPLC)      
NORNI ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns Nornicotine       
Fden ns ns 0.40 0.66 ns -0.41 -0.65 -0.55 -0.48 0.66 -0.53 -0.43 -0.56 -0.50 0.28 -0.35 0.56 ns ns ns ns Cigarettes density     
Invcomp ns -0.26 ns -0.22 ns 0.49 0.25 ns ns ns ns ns ns ns ns 0.25 ns ns ns ns ns -0.58 Cigarettes compacity (inverse)  
CO ns ns 0.46 0.62 ns -0.26 -0.45 -0.48 -0.72 0.74 -0.77 -0.67 -0.66 -0.68 0.38 -0.40 0.70 ns ns ns ns 0.59 -0.20 CO gaze (smoke)   
Nic ns ns 0.24 0.30 ns -0.33 -0.20 -0.28 ns 0.47 ns ns ns -0.18 0.18 ns ns 0.70 0.60 0.82 -0.21 0.29 ns 0.31 Nicotine (smoke)  
Tar ns ns 0.45 0.62 ns -0.28 -0.63 -0.51 -0.72 0.78 -0.78 -0.69 -0.62 -0.61 0.47 -0.39 0.72 ns 0.24 ns ns 0.73 -0.24 0.86 0.30 Tar (smoke) 
Puff ns ns 0.35 0.61 ns -0.41 -0.68 -0.52 -0.50 0.71 -0.55 -0.44 -0.51 -0.48 0.36 -0.34 0.57 0.18 0.22 ns ns 0.96 -0.54 0.64 0.37 0.80 Puff count 
B[a]p ns ns 0.54 0.73 ns -0.26 -0.59 -0.62 -0.71 0.77 -0.76 -0.68 -0.74 -0.70 0.34 -0.40 0.75 ns ns ns ns 0.77 -0.22 0.83 0.27 0.89 0.78 Benzo[a]pyrene 
* Trait code 
** Trait name 
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Table 9: QTLs detected by CIM and IM for agronomical, chemical and physical traits based on analyses of 114 
RILS. Markers names beginning with D letter indicated segregation distortion. The most closely associated 
marker locus is indicated. When more than one QTL per trait was detected in less than 20 cM only the most 
significant is described. Effect is the difference between 4K78 and ITB32 allelic classes. Parent with the highest 
value is noted (ns) for non significant difference between parents.  
Data for non significant method are indicated in italics.  
 
   CIM Parent increasing 
Parent 
with the IM 
Trait Marker LG LOD Effect PVE 
trait highest 
value LOD Effect PVE 
Agronomical traits        
Cou DTCATS3 13 4.5 0.39 14.8 4K78 ITB32 3.4 0.36 12.9
Dev1 PA3 1 4.3 0.34 12.4 4K78 ns 2.5 0.30 9.7
Dev1 PA30 7 4.3 -0.36 13.4 ITB32 ns 2.6 -0.31 10.4
Dev1 PVYME2 3 3.4 -0.56 17.0 4K78 ns - - -
Dev3 PA30 7 2.8 -0.25 9.2 ITB32 ns 2.8 -0.28 11.1
Dev4 PA30 7 2.5 -0.28 8.1 ITB33 ns 2.0 -0.28 8.1
DevM PA30 7 3.6 -0.26 11.2 ITB32 ns 2.7 -0.25 10.6
DV1 DPC5 9 3.2 -3.97 30.3 ITB32 ITB32 3.2 -4.43 41.3
DV2 DPC5 9 3.9 -8.79 44.1 ITB32 ITB32 4.1 -9.59 67.0
DV2 DTCATS3 13 2.4 2.60 8.1 4K78 ITB32 2.9 2.99 11.0
DV3 DTCATS3 13 2.1 3.11 8.0 4K78 ITB32 2.7 3.38 10.2
DV3 DPC5 9 2.8 -5.81 14.8 ITB32 ITB32 - - -
DV4 DTCATS3 13 4.4 3.77 13.5 4K78 ITB32 3.5 3.7 13.3
DVPND DTCATS3 13 2.9 2.67 8.8 4K78 ITB32 3.4 3.18 12.9
Flo EA20 3 3.3 0.57 11.6 4K78 4K78 1.2 0.12 5.0
HB EA20 3 4.4 -0.87 14.6 ITB32 ITB32 3.0 -0.38 11.5
LB EC2 1 6.7 -0.55 21.5 ITB32 ITB32 4.1 -0.48 17.0
LB EA4 3 3.1 -0.34 8.2 ITB32 ITB32 1.8 -0.31 7.0
LB DPA52 9 3.6 -0.96 33.3 ITB32 ITB32 3.6 -1.07 49.5
N1 chal1-2 14 2.5 -5.24 7.6 ITB32 ns 2.2 -5.39 8.4
N2 DPA43 14 3.7 -12.95 11.5 ITB32 ns 2.1 -5.19 8.0
N3 EC1 13 2.6 -5.13 8.0 ITB32 ns 1.8 -4.47 7.0
N4 DPA42 14 4.2 -6.94 13.2 ITB32 ns - - -
N4 DEC9 14 2.7 7.27 20.0 4K78 ns - - -
NPND DPC5 9 2.6 5.66 7.7 4K78 ns 2.0 5.70 7.8
NPND DPA43 14 4.5 -6.34 13.7 ITB32 ns 2.8 -4.62 10.0
Pds1 DPA51 3 1.1 -0.01 7.4 ITB32 ns 3.0 -0.03 23.3
Pds1 PVYME1 3 - - - ITB32 ns 2.8 -0.02 14.4
Pds2 DEC10 16 3.4 0.03 12.5 4K78 ns 2.5 0.02 10.0
Pds3 DISSR10 7 3.2 -0.02 13.2 ITB32 ns 1.4 -0.02 6.0
Pds4 ISSR7 15 2.6 0.07 8.7 4K78 ns 1.7 0.06 7.0
Stem PA3 1 5.6 1.00 16.0 4K78 4K78 4.9 1.03 19.0
Type DEC9 14 6.7 -0.75 41.5 ITB32 ITB32 5.9 -0.77 46.2
TPDS ISSR7 15 3.0 0.11 9.6 4K78 ITB32 1. 7 0.09 6.0
Chemical traits obtained by NIRS    
ASH EC12 3 2.7 -0.37 7.9 ITB32 4K78 2.3 -0.38 9.5
ASH PA41 2 3.7 -0.45 10.9 ITB32 4K78 1.5 -0.31 6.0
ASH DISSR9 7 4.5 0.77 16.3 4K78 4K78 1.9 0.38 8.0
ASN EA28 3 5.0 0.26 22.5 4K78 4K78 - - -
AT EC12 3 2.7 -6.80 8.0 ITB32 4K78 2.2 -6.96 8.0
AT DISSR9 7 4.1 13.7 15.7 4K78 4K78 1.5 6.15 7.0
CB DPC5 9 2.5 -0.87 15.5 ITB32 ITB32 2.2 -0.87 15.0
CIT DPA43 14 3.0 0.19 10.0 4K78 ns - - -
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NIRSTAR DEA34 3 2.6 0.63 13.0 4K78 ITB32 2.6 0.49 10.0
MS EC1 13 5.3 -0.15 16.4 ITB32 ns 3.4 -0.13 12.8
NIRSALC EA30 2 2.5 -0.12 9.8 ITB32 4K78 1.7 -0.12 9.2
NIRSNIC PA41 2 3.1 -0.16 13.3 ITB32 4K78 - - -
PM DISSR9 7 4.5 229 17.0 4K78 4K78 - - -
PM DISSR7 15 5.3 -167 16.7 ITB32 4K78 2.8 -125 10.0
NIRSWEI EA20 3 5.1 19.26 15.5 4K78 ITB32 4.9 20.88 18.4
NIRSWEI EA24 12 - - - ITB32 ITB32 3.6 -19.23 15.6
PP PC33 14 4.4 0.11 12.7 4K78 ns 2.3 0.09 9.7
PP DHCTTS 3 5.7 0.16 16.9 4K78 ns 3.2 0.10 12.1
PRO EA8 3 5.6 -0.06 18.3 ITB32 ns 4.0 -0.05 15.2
PRO EA24 12 - - - 4K78 ns 3.1 0.05 13.5
SRT DHCTTS 3 2.6 0.88 8.7 4K78 ITB32 2.1 0.85 8.2
SRT DEA34 3 2.8 1.29 16.7 4K78 ITB32 2.1 0.95 9.3
SRT EA24 12 2.6 -0.94 9.3 ITB32 ITB32 1.8 -0.91 9.3
Chemical traits obtained by HPLC    
1/NORNI EA28 3 2.9 2.15 9.0 4K78 4K78 2.1 2.01 8.0
1/NORNI DEA35 14 3.3 7.33 10.5 4K78 4K78 2.1 2.12 8.1
ANABA EA27 14 3.8 -0.01 9.6 ITB32 ns 1.7 -0.01 6.0
ANABA PA9 4 8.1 -0.01 27.0 ITB32 ns 6.9 -0.01 27.0
ANATA HAGTSA1 4 10.6 -0.04 27.8 ITB32 ITB32 10.1 -0.04 34.2
HPLCAT DEC20 13 2.6 0.15 8.6 4K78 4K78 - - -
HPLCAT DPC12 9 2.6 0.25 17.9 4K78 4K78 1.4 0.18 9.0
HPLCMS DPA52 9 2.6 -0.14 8.3 ITB32 ITB32 2.5 -0.14 9.4
HPLCNIC DPC12 9 2.6 0.21 17.4 4K78 4K78 1.6 0.18 11.5
Smoke and cigarettes related traits    
Fden DPC12 9 2.5 -11.9 20.5 ITB32 ITB32 2.2 -12.50 22.4
Invcomp DPA24 9 2.6 4.93 13.0 4K78 4K78 3.0 6.35 19.5
Invcomp PC33 14 4.0 -4.45 13.2 ITB32 4K78 3.8 -4.62 14.1
Nic PC22 9 2.8 -0.13 12.3 ITB32 4K78 1.9 -0.12 10.3
TPM DISSR9 7 5.0 -1.08 19.8 ITB32 ITB32 3.1 -0.87 13.8
Tar DISSR9 7 2.7 -0.58 10.4 ITB32 ITB32 2.0 -0.53 9.2
CO DEA14 14 2.8 0.39 8.4 4K78 ITB32 1.8 0.28 7.0
CO DISSR10 7 3.1 -0.36 11.8 ITB32 ITB32 3.3 -0.38 13.3
B[a]P DPA24 9 2.8 -1.86 19.9 ITB32 ITB32 1.1 -1.13 6.5
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3.2 Conclusion 
Sur les 184 marqueurs moléculaires polymorphes obtenus entre les variétés ITB32 et 4K78, 
141 ont permis de constituer une carte génétique représentative de 18 groupes de liaisons 
couvrant 707,4 cM. Une large proportion de marqueurs en distorsion de ségrégation a été 
observée. La variabilité observée chez les RILs a permis de détecter un grand nombre de 
QTLs, dont certains responsables d’une large part de la variation chez certains caractères, 
comme pour le bourgeonnement bas, la durée de végétation, ou certains alcaloïdes comme 
l’anatabine et l’anabasine. L’observation de nombreux QTLs en transgression peut provenir 
de l’effet de gènes provenant des deux parents et ayant une action complémentaire chez les 
RILs (de Vicente et Tanksley, 1993 ; Rieseberg et al., 1999). Ce phénomène est couramment 
observé chez les végétaux, particulièrement dans les croisements intraspécifiques (Rieseberg 
et al., 2003). Ces observations démontrent par conséquent que les variétés ITB32 et 4K78, 
pourtant déjà choisies parmi des tabacs possédant des valeurs extrêmes pour divers caractères 
tels que les sucres ou la durée de végétation, peuvent encore potentiellement être améliorées 
pour ces caractères en transgressions.  
Les observations réalisées par CAH et ACP sur les moyennes ajustées et confirmant 
l’importance de la balance sucres/azote chez le tabac de type Virginie coïncident avec la 
répartition des QTLs obtenue dans cette étude. Des QTLs liés aux goudrons, aux sucres, à la 
phase particulaire totale (TPM) ou au poids de la cigarette colocalisent avec des QTLs liés 
aux cendres, à l’alcalinité des cendres, à la proline ou à l’activité spécifique sur les groupes de 
liaisons 3, 7 et 12. La réduction simultanée de l’activité spécifique et des teneurs en HAP 
(benzo[a]pyrène) de la cigarette, relatifs à des réactions impliquant d’une part les composés 
azotés et d’autre part les composés carbonés, pourrait paraître dans un premier temps difficile. 
Cependant, des QTLs indépendants de ce rapport sucre/azote (pas de colocalisation) sont 
trouvés, comme par exemple un QTL responsable de 20% de la variation en benzo[a]pyrène 
sur le groupe de liaison 9.  
D’autre part, l’activité spécifique observée dans cette étude est une estimation par NIRS, 
basée sur une calibration de tabac de type Virginie et aussi de type Burley. Or, les Burleys ont 
à la fois des teneurs plus fortes en azote que les Virginies, et des activités spécifiques plus 
fortes. Une calibration sur des variétés de type Virginie exclusivement produirait 
probablement une équation différente, donnant moins de poids à l’azote. Ceci pourrait peut 
être permettre d’isoler d’autres QTLs d’intérêt permettant d’agir sur l’activité spécifique sans 
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augmenter les b[a]p. L’étroite liaison entre azote total et activité spécifique n’est peut être pas 
un problème fondamental de toxicité mais un artefact provenant de l’équation de calibration. 
Enfin, l’activité spécifique est exprimée en nombre de révertants par mg de condensat, alors 
que les b[a]p sont exprimés en ng par cigarette. Une réduction des b[a]p réduirait aussi les 
goudrons et le condensat brut. Le pouvoir mutagène de la cigarette, produit du  condensat brut 
par l’activité spécifique, pourrait également diminuer.  
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES 
 
 
Cette étude représente le premier travail de cartographie génétique et détection de QTLs liés à 
la qualité réalisé sur le tabac. Le premier obstacle rencontré était le faible polymorphisme 
intraspécifique, déjà observé dans de précédents travaux (Ren et al., 2001 ; Rossi et al., 2001). 
Afin de contourner cette difficulté, des croisements interspécifiques ont été envisagés. 
Cependant, le tabac ne permet pas d’obtenir d’hybride fertile, y compris avec des espèces 
comportant le même nombre de chromosomes et un contenu en ADN très proche comme N. 
debneyi. 
Divers tabacs ont été choisis pour étudier le potentiel génétique des variétés représentatives du 
fond européen utilisé en amélioration variétale. Le polymorphisme détecté était fortement lié 
aux programmes de sélection visant à introduire des résistances aux pathogènes.  
Malgré les larges variations phénotypiques caractérisant les deux individus choisis pour la 
cartographie, la même observation a pu être réalisée : prés d’un tiers des marqueurs détectés 
sont répartis sur les deux groupes de liaisons portant des facteurs de résistance à des 
pathogènes. D’autre part, un fort taux de distorsion de ségrégation a été observé, bien que la 
population étudiée résulte d’un croisement intraspécifique de variétés de tabac du même type 
(Virginie). L’origine interspécifique d’un facteur de résistance (N. debneyi) peut expliquer 
une partie de cette distorsion sur un groupe de liaison, mais pas sur les autres. 
 
La variabilité existant chez les RILs a permis de détecter un grand nombre de QTLs, dont 
certains expliquent une partie importante de la variation. C’est le cas pour des QTLs 
expliquant une partie de la variation du type de tabac, de la durée de végétation, ou encore du 
bourgeonnement. Des QTLs décrivant des caractères chimiques de la feuille comme les 
alcaloïdes (anatabine et anabasine) ont pu être détectés. Malgré les multiples facteurs de 
variation pouvant influencer les résultats liés au fumage, des QTLs liés à la qualité de la 
fumée ont été détectés, colocalisant avec des caractères liés à la chimie de la feuille. Il faut 
garder en mémoire que les analyses chimiques ont été répétées sur chacun des 3 blocs alors 
que le fumage résulte d’un mélange des feuilles des 3 blocs. Cette observation tend à 
confirmer que les variations dues à l’environnement ont été contrôlées de façon satisfaisante. 
La colocalisation de certains QTLs était attendue (sucres et goudrons), pour d’autres elle 
révèle des informations qui n’étaient pas disponibles par une simple étude de corrélation 
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(pouvoir de remplissage et alcaloïdes).  
La corrélation négative observée statistiquement entre les teneurs en sucres et en azote, et 
reflétant l’opposition entre b[a]p et activité spécifique, est appuyée par l’observation de 
colocalisations entre des QTLs liés aux teneurs en goudrons et des QTLs liés aux teneurs en 
cendres ou à l’alcalinité des cendres. La diminution simultanée de l’activité spécifique de la 
cigarette et des teneurs en benzopyrènes est sujette à discussion, puisqu’il faudrait déterminer 
dans un premier temps quel est le paramètre le plus important du point de vue de 
l’amélioration du tabac. L’obtention de nouvelles équations NIRS pour prédire de façon plus 
précise l’activité spécifique chez les tabacs de types Virginie ou bien la mesure de l’activité 
spécifique non plus par NIRS mais directement par le test d’Ames pourrait permettre de 
vérifier si azote total et activité spécifique sont si étroitement corrélés.  
 
Certains de ces QTLs pourraient trouver des applications rapidement, particulièrement pour le 
bourgeonnement bas avec deux QTLs expliquant au total 50 % de la variation du caractère. 
Les planteurs de tabac sont très demandeurs de variétés à faible bourgeonnement, afin de 
réduire les coûts liés à la main d’œuvre nécessaire à l’opération d’ébourgeonnement, mais 
aussi pour faciliter la mécanisation de la récolte.  
L’obtention d’un QTL responsable de 20 % de la variation de la teneur en b[a]p indique qu’il 
devrait être possible dans le futur de baisser significativement la toxicité due aux HAP. Des 
corrélations entre b[a]p et caractéristiques physiques de la cigarette montrent qu’il devrait 
aussi être possible de jouer sur les propriétés de la cigarette (compacité, densité) pour réduire 
les b[a]p, donc vraisemblablement les HAP.  
Enfin, la présence de QTLs transgressifs pour de nombreux caractères, particulièrement liés à 
la chimie de la feuille (sucres, goudrons), montre qu’il est possible d’améliorer encore de 
façon significative des variétés déjà faibles en goudrons. 
 
Cependant, bien que des zones chromosomiques impliquées dans le contrôle génétique de 
caractères aient été identifiées, l’utilisation directe de ces résultats en sélection est encore 
prématurée. L’utilisation des QTLs en sélection en utilisant des schémas de croisements en 
retour (backross) nécessite de disposer de deux types de marqueurs : 
- des marqueurs flanquants le locus en cause et permettant de repérer les crossing-over 
le plus prés possible du locus tout en limitant la taille du fragment introduit. 
- des marqueurs répartis sur l’ensemble du génome afin d’accélérer le retour vers le 
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parent récurrent. 
Sur un total de 24, seuls 18 groupes de liaisons ont été détectés dans ce travail. Une partie du 
génome n’est donc pas couverte. De plus, l’utilisation directe de marqueurs flanquants les 
QTLs sera plus efficace dans des fonds génétiques proches de ceux ayant servi à la détection 
de QTL ou contenant au moins un des deux parents.  
La mise en évidence d’un QTL ne correspond pas à l’identification précise du gène impliqué. 
Une autre approche peut consister à identifier, non plus la zone chromosomique, mais le gène 
lui-même. Pour cela, le clonage positionnel peut être utilisé (Burke et al., 1987 ; Ward et Jen, 
1990) : cela consiste à utiliser les marqueurs co-ségrégant avec le gène à cloner pour cribler 
une banque génomique (BAC, YAC, Cosmides) en vue d’isoler le ou les clones contenant le 
gène cible. Le clonage est effectué par marche sur le chromosome. Cependant, les espèces à 
grands génomes sont peu adaptées à cette approche : une distance génétique de 1 cM peut 
représenter de quelques centaines à plusieurs milliers de kilobases en fonction de l’espèce 
étudiée. Par exemple, 1 cM représente environ 140 kb chez Arabidospis, 4600 kb chez le blé 
et 13000 kb chez le pin maritime. Une estimation chez le tabac, à partir d’un génome de 4,9 
109 pb (Galbraith et al., 1983) et 2000 cM, pourrait être de 1 cM pour 2450 kb. 
 
Une approche alternative à la stratégie de clonage positionnel consiste à essayer d’identifier 
directement les gènes responsables de la variation observée en testant leur association avec la 
variation des caractères étudiés. Des candidats impliqués dans des voies de biosynthèse en 
liaison avec le caractère phénotypique peuvent être étudiés, comme par exemple des gènes 
des voies de biosynthèse des lignines ou de la cellulose pour la formation des goudrons. La 
recherche d’une co-localisation entre la position du gène candidat sur une carte génétique et 
celle de QTLs identifiés pour le caractère est une approche pour mettre en évidence l’effet du 
polymorphisme d’un gène candidat sur des caractères cibles (Goldman et al., 1993 ; Causse et 
al., 1995). Pour cela, il est préférable de disposer d’une densité de marqueurs très élevée afin 
de réduire la fenêtre autour du site responsable de la modification du caractère et d’avoir des 
intervalles de confiance réduits. L’interprétation de la colocalisation d’un gène et d’un QTL 
doit être une indication et non une validation, même si les données physiologiques sont 
cohérentes avec les résultats.  
 
Par conséquent, l’utilisation des marqueurs moléculaires et de la cartographie génétique 
nécessitera au préalable l’enrichissement de la carte existante par de nouveaux marqueurs. 
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Des éléments de type MITEs (Miniature Inverted Repeat Transposable Elements) pourraient 
être utilisés par la suite en SSAP. Ils sont trouvés en grand nombre de copies et répartis 
uniformément sur les chromosomes (Feschotte et al., 2002 ; Casa et al., 2000). Ils sont très 
utilisés pour la recherche de polymorphisme sur le riz (Takagi et al., 2003 ; Park et al., 2003) 
et l’orge (Chang et al., 2001). De tels éléments existent dans le tabac, où ils semblent plus 
particulièrement présents dans des gènes de réponses au stress ou d’interactions plantes 
pathogènes (Schenke et al., 2003).  
Un des avantages de l’utilisation des RILs est la quantité illimitée de matériel génétique. 
Alors que les données phénotypiques recueillies constituent une banque de données relatives à 
une première évaluation, des études visant à rechercher de nouveaux marqueurs ou à valider 
les QTLs sur plusieurs années ou différents types de terrains peuvent être envisagées. D’autre 
part, on peut imaginer compléter ce premier travail par la cartographie d’un autre type de 
tabac, pour ensuite relier les cartes génétiques obtenues entre elles grâce aux marqueurs 
communs. Des lignées recombinantes de type Burley sont disponibles. Elles proviennent du 
croisement de BB16 et TN86, deux variétés qui ont été étudiées dans le chapitre II de ce 
travail. Un certain nombre de marqueurs identifiés chez ITB32 et 4K78 sont aussi 
polymorphes chez ces variétés. En plus d’être en ségrégation pour les résistances à la 
pourriture noire des racines et au PVY, les lignées devraient montrer divers degrés de 
résistance au mildiou, puisque TN86 est sensible et que BB16 est résistant. L’origine de la 
résistance au mildiou étant interspécifique (N. debneyi), on peut supposer qu’une approche 
quantitative de la résistance devrait permettre d’observer des QTLs liés à la résistance.  
 
Parmi les perspectives intéressantes liées à la cartographie génétique du tabac, il est important 
de mentionner le projet de cartographie physique initié à l’université de Caroline du Nord 
(Raleigh, NC, Lommel et al., 2004). Le TGI (Tobacco Genome Initiative) utilise le 
séquençage à grande échelle pour identifier les gènes du tabac sur la variété Hicks Broadleaf, 
un génotype qui a couramment été utilisé en sélection. Une banque de BAC couvrant 9,7 fois 
le génome du tabac a été construite. Des banques de cDNA pour N. tabacum et N. 
benthamiana ont été réalisées, pour le séquençage d’ESTs.  
L’élimination des séquences méthylées des régions condensés de l’ADN est réalisée grâce à la 
technologie GeneThresher® (Rabinowicz et al., 1999), ce qui devrait enrichir la banque en 
séquences codantes. Cette opération est indispensable, puisque le génome codant est estimé à 
seulement 1% du génome total, avec 1 gène tous les 105000 bases (Gadani et al., 2003). 
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Les données physiques seront composées de deux unités, la carte physique réalisée par 
l’ordonnancement des BAC séquencés et les ESTs identifiés avec la technologie 
GeneThresher®. 
L’obtention de la carte génétique sur laquelle des QTLs ont été identifiés pourrait permettre 
d’établir un pont entre cartographie génétique et cartographie physique du tabac, et de 
caractériser les gènes responsables de la variation de caractères d’intérêts. 
Cette ressource sera d’autre part très appréciable dans un contexte de génomique comparative. 
Des régions contenant des gènes d’intérêts pourront être identifiées grâce aux connaissances 
acquises chez d’autres Solanacées comme la tomate.  
 
Enfin, une approche par « association mapping » (Risch et Merikangas, 1996) pourrait 
permettre de s’affranchir du faible polymorphisme moléculaire inhérent au tabac tout en 
utilisant la collection de lignées de N. tabacum disponible en collection. L’expérience acquise 
avec l’obtention des marqueurs SCAR liés à différentes résistances qualitatives sur un grand 
nombre de variétés pourrait être étendue à l’étude des caractères quantitatifs envisagés dans 
cette étude. Dans le cas d’un grand nombre de lignées d’origine diversifiée, il peut se produire 
qu’un phénotype donné soit à la fois associé à un marqueur et à une origine phylogénétique 
particulière. Dans ce cas, l’association entre le marqueur et le phénotype n’est pas 
nécessairement due à une liaison génétique (Lander et Schork, 1994). Grâce aux techniques 
d’association mapping, cette difficulté peut être contournée et les associations marqueur 
phénotype dues à une liaison génétique peuvent être mises en évidence (Pritchard et 
Rosenberg, 1999 ; Pritchard et al., 2000 ; Thornsburry et al., 2001). Une telle application a 
potentiellement un intérêt dans le cas du tabac, puisqu’un grand nombre de lignées permettrait 
d’obtenir un plus grand nombre de marqueurs polymorphes, et que de telles lignées existent 
en collection à l’ITB. 
 
Les voies d’études concernant le génome du tabac par l’utilisation des marqueurs 
moléculaires sont en plein essor. Les travaux réalisés jusqu’à maintenant étaient relativement 
peu nombreux comparés à d’autres espèces d’importance agronomique comme la tomate. La 
contribution d’une carte génétique positionnant des QTLs d’intérêt permettra en complément 
avec les techniques actuelles de séquençage à grande échelle de mieux comprendre les 
mécanismes liés à la qualité du tabac, et d’apporter des réponses aux besoins des planteurs, 
des industriels et des consommateurs.  
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MATERIELS ET METHODES 
1 Matériel végétal 
Une partie des plantes utilisées est référencée dans la collection de l’Institut du Tabac (Delon 
et al., 1999). Le numéro d’entrée dans la collection est indiqué. Les autres variétés sont des 
créations ITB.  
1.1 Espèces utilisées dans les croisements interspécifiques 
1.1.1 Sous genre Pétunioides 
N. bigelovii appartient à la section des Bigelovianae. Trois variétés ont été utilisées :  
 - N. bigelovii (n° 575) 
 - N. bigelovii var. multivalvis g (n° 576) 
 - N. bigelovii var. quadrivalvis (n° 577) 
N. debneyi appartient à la section des Suaveolentes (Izard, 1959). Le type choisi correspond à 
N. debneyi g (n° 587), provenant de la collection de T.H. Goodspeed.  
1.1.2 Sous genre Rustica 
Les variétés choisies appartiennent à la section des Rusticae, à l’espèce N. rustica. Ce sont N. 
rustica var Texana F (n° 507), N. rustica var Brasilia g (n° 481) et N. rustica var NRT (n° 
494). 
1.1.3 Sous genre Tabacum 
Les variétés de N. tabacum utilisées appartiennent au type Orient (Xanthi NC, n° 947), au 
type Virginie (VD, n° 112 ; BY02, création ITB), au type Brun (LAP41, création ITB ; PBD6, 
n° 453), ou sont des variétés ancestrales (Chinensis, n° 389). Des haploïdes doublés obtenus à 
l’ITB à partir de variétés de type Virginie (VTY8G1 création ITB ; NC744, n° 78), de type 
Brun (BR608A, création ITB ; PB1063, n° 457) et de type Burley (BC16-18, création ITB) 
ont aussi été utilisées.  
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1.2 Variétés de N. tabacum utilisées pour l’obtention de marqueurs SCARs 
Les variétés sont référencées dans le tableau 1 du premier article. 
1.3 Variétés utilisées pour la réalisation de la carte génétique de N. tabacum 
Les variétés ITB32 et 4K78 sont des créations de l’ITB appartenant au type Virginie. 
L’ITB32 résulte du croisement de VD (n° 112) et 72C18 (n° 7). Le 4K78 résulte du 
croisement de Mac Nair 944 (n° 75) et de Kutsaga 51E (n° 67). Les lignées recombinantes F6 
ont été obtenues à partir d’une population F2 résultant du croisement de ITB32 (mâle) par 
4K78 (femelle). Cent vingt plantes F2 ont été choisies sans critère de sélection, puis 
autofécondées en serre par ensachage des panicules avant l’ouverture des fleurs. Quatre cycles 
d’autofécondation successifs ont permis d’obtenir 114 lignées F6 finales.  
2 Biologie moléculaire 
2.1 Extraction des acides nucléiques 
2.1.1 Extraction de l’ADN génomique végétal 
Le kit Dneasy Plant Mini Kit de Qiagen est utilisé. L’extraction de l’ADN génomique 
s’effectue à partir de 100 mg de limbe foliaire de tabac, prélevés sur des jeunes feuilles. Les 
tissus sont broyés dans 400 µl de tampon de broyage AP1 et 4 µl de solution de Rnase A. 
Après agitation, la mixture est incubée 20 min à 65°C. Les tubes sont vortexés 2 à 3 fois 
pendant l’incubation, puis 130 µl de tampon de précipitation AP2 sont ajoutés au lysat, lequel 
est placé 5 min dans la glace après agitation. Le lysat est alors appliqué sur une colonne QIA 
shredder disposée sur un tube collecteur et centrifugé 2 min à 9000 g. Le surnageant est 
transféré délicatement dans un nouveau tube sans perturber le culot de débris cellulaires. Un 
demi volume de tampon AP3 et 1 volume d’éthanol absolu sont ensuite ajoutés, et l’ensemble 
est homogénéisé à l’aide d’une pipette. Un volume de 650 µl de cette solution est appliqué sur 
une colonne DNeasy de chromatographie. Après 1 min de centrifugation à 6000 g la fraction 
collectée est éliminée. Cette étape est répétée une deuxième fois avec le reliquat de la 
solution. La colonne DNeasy est placée sur un nouveau tube collecteur, et 500 µl de tampon 
de lavage AW sont ajoutés. Après centrifugation 1 min à 6000 g, le filtrat est éliminé. La 
colonne est à nouveau rincée avec 500 µl de tampon AW, et centrifugée 2 min à 6000 g. Un 
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volume de 50 µl de tampon AE préalablement porté à une température de 65°C est déposé sur 
la colonne. Après 5 minutes d’incubation à température ambiante, l’ADN total est élué par 
centrifugation d’1 min à 6000 g. L’élution peut être répétée une deuxième fois dans les 
mêmes conditions.  
2.1.2 Extraction à haut débit de l’ADN génomique végétal 
Environ 50 mg de feuilles sont placés dans chaque tube du rack de 96 en présence d’une bille 
de tungstène (Dneasy Plant en 96 Kit, Qiagen). Le rack est plongé dans l’azote liquide, et le 
broyage est réalisé par un broyeur MM300 Mixer Mill (Qiagen) 1 min à 20 Hz. L’opération 
peut être répétée plusieurs fois si nécessaire. 
La Rnase A et le Reagent DX sont ajoutés (225 µl de chaque) à 90 ml tampon AP1 préchauffé 
à 80°C (pour 2 racks de 96). Le tampon AP1 (400 µl) est ajouté dans les tubes. Après 
agitation, les racks sont centrifugés 8-9 sec à 1500 g puis 130 µl de AP2 sont ajoutés. Après 
agitation, les racks sont centrifugés 8-9 sec à 1500 g. Les racks sont incubés 20 min à –20 °C, 
puis centrifugés 5 min à 5600 g. Le surnageant (400 µl) est transféré sur un nouveau rack de 
tubes. Un mélange de 600 µl de tampon AP3/E est ajouté, et les racks sont agités 
vigoureusement. 
Après 8-9 sec de centrifugation à 1500 g, 1 ml d’échantillon est déposé sur les colonnes 
Dneasy, elles mêmes placées sur un rack collecteur. Les colonnes sont couvertes avec une 
feuille Air Pore et centrifugées 4 min à 5600 g. Un volume de 800 µl de tampon AW est 
ajouté. Après 15 min de centrifugation à 5600 g, les colonnes sont placées sur un nouveau 
rack pour l’élution de l’ADN. L’ADN est élué par 2 x 50 µl de tampon AE, après 1 min 
d’incubation à température ambiante et centrifugation à 5600 g pendant 2 min.  
 
Une estimation de la concentration et de la pureté de l’ADN peut être réalisée grâce à un 
spectrophotomètre GeneQuant de Pharmacia Biotech. L’appareil mesure simultanément 
l’absorption à 230 nm, 260 nm, 280 nm et 320 nm. La concentration en ADN double brin est 
déterminée à partir de la DO à 260nm et du facteur 50 µg/ml pour une unité de DO. Les 
longueurs d’ondes de 260 nm et 280 nm sont utilisées pour déterminer la pureté de l’ADN. Le 
rapport A260/A280 doit être compris entre 1,7 et 1,9. 
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2.2 Purification des acides nucléiques 
2.2.1 Purification du plasmide d’Escherichia coli  
Les plasmides sont purifiés avec le kit Qiaprep Miniprep de Qiagen. La culture bactérienne 
est centrifugée 5 min à 5000 tours/min. Le surnageant est éliminé, puis 250 µl de tampon P1 
est ajouté pour resuspendre le culot, suivi de 250 µl de P2. Le tube est mélangé par inversion 
et laissé exactement 5 min à température ambiante. Du tampon N3 refroidi est ajouté (350 µl), 
et le mélange est centrifugé 10 min à vitesse maximale. Le surnageant est déposé dans une 
colonne Qiaprep-spin sur un tube de 2 ml, et centrifugé 1 min à vitesse maximale. Le filtrat 
est éliminé. La colonne est rincée avec 500µl de PB, centrifugée 1 min, et le filtrat est 
éliminé. La colonne est lavée avec 750 µl de PE, centrifugée et le filtrat est éliminé. Une autre 
centrifugation est réalisée afin d’enlever les résidus de tampon de lavage. La colonne est 
placée sur un tube de 1,5 ml et le plasmide est élué avec 100 µl d’H2O par 1 min de 
centrifugation. 
2.2.2 Purification d’une bande contenue dans du gel d’agarose 
Le kit Qiaquick Gel Extraction de Qiagen est utilise. La bande d’intérêt est découpée sur le 
gel d’agarose. Le morceau de gel est pesé dans un tube de 1,5 ml et 3 volumes de tampon 
QX1 sont ajoutés pour 1 volume de gel. Le mélange est incubé 10 min à 50°C, pendant ce 
temps le tube est inversé 2 à 3 fois pour aider à la dissolution du gel. Une colonne Qiaquick 
est chargée avec l’échantillon, et centrifugée 1 min. Le filtrat est éliminé. Un volume de 750 
µl de tampon PE est ajouté sur la colonne, puis elle est centrifugée 1 min. Le filtrat est 
éliminé. Le mélange est à nouveau centrifugé pour bien sécher la colonne et enlever les 
résidus de PE, puis elle est placée sur un nouveau tube. L’ADN est élué avec 30 µl d’eau 
stérile par centrifugation d’ 1 min. 
2.2.3 Purification d’un produit PCR ou de restriction par précipitation à l’ethanol 
Deux volumes d’éthanol 100 % froid sont ajoutés à 1 volume de réaction. Après mélange par 
inversion, le tube est placé 20 min à – 20 °C puis il est centrifugé 30 min à 13000 rpm. Le 
liquide est retiré par pipettage et 250 µl d’éthanol à 70 % froid sont ajoutés. Après mélange 
par inversion, le tube est centrifugé 5 min à 13000 rpm. L’éthanol est retiré par pipettage et le 
culot est séché puis repris dans de l’eau. 
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2.3 Marquage moléculaire 
2.3.1 L’AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) 
Deux paires d’enzymes ont été utilisées : EcoRI et MseI d’une part, et PstI et MseI d’autre 
part. Le kit AFLP Analysis System I de Invitrogen a été utilisé avec EcoRI et MseI, de 
l’hydrolyse enzymatique à la ligation. Il a été adapté pour l’utilisation de PstI et MseI. Les 
amorces sont présentées en annexe IV. 
L’hydrolyse enzymatique est réalisée sur 250 ng d’ADN dans un mélange d’enzymes de 
restriction (1,25 unités de chaque enzyme) et de tampon 10 X pendant 16 heures à 37°C. Le 
volume final est complété à 25 µl avec de l’eau. La réaction est stoppée par inactivation des 
enzymes 15 minutes à 70°C. 
Pour EcoRI et MseI, un mix de ligation (Invitrogen) est mélangé volume à volume avec le 
produit de l’hydrolyse et 1 µl de T4 DNA ligase (Invitrogen). La moitié de l’ADN hydrolysé 
par PstI et MseI est mélangé à 5 µl de tampon 5X, 1 µl de T4 DNA ligase, 1 µl d’adaptateurs 
MseI à 50 µM, 1 µl d’adaptateurs PstI à 5 µM. Le volume est complété à 25 µl avec de l’eau. 
La réaction de ligation s’effectue à 20 °C pendant 2 heures. 
Le produit de ligation est dilué 10 fois, et 2,5 µl sont mélangés à 2,5 µl de tampon 10X, 0,1 µl 
d’Amplitaq DNA polymérase (Applied Biosystems), 1µl d’amorce MseI à 150 ng/µl, 1µl 
d’amorce EcoRI ou PstI à 150 ng/µl, et 1µl de dNTPs (Applied Biosystems). Le volume est 
complété à 25 µl avec de l’eau.   
L’amplification est composée de : 
20 cycles de  94°C 30 sec, 56°C 1 min, 72 °C 1 min. 
Les amorces EcoRI et PstI (Proligo) sont marquées en 5’ par un fluorochrome, le 6–FAM, le 
VIC, le PET ou le NED. Le produit de préamplification est dilué 50 fois dans de l’eau. A 5 µl 
de produit dilué sont ajoutés 2 µl de tampon 10X, 0,1 µl d’Amplitaq DNA polymérase, 1 µl 
de dNTPs et 1 µl de chaque amorce à 75 ng/µl. Le volume est complété à 20 µl avec de l’eau. 
L’amplification est composée de : 
13 cycles de  94°C 30 sec, 65°C 30 sec (-0.7°C/cycle), 72°C 60 sec 
puis   23 cycles de 94°C 30 sec, 58°C 30 sec,   72°C  60 sec 
Les produits d’amplification sont analysés sur électrophorèse capillaire ABI3100Avant 
(Applied Biosystems). 
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2.3.2 L’ ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) 
Cette technique est en général utilisée avec une amorce unique, correspondant à un 
microsatellite et comportant 2 à 3 bases sélectives en 5’ ou en 3’. Afin d’obtenir des 
fragments plus courts et pouvant être observés sur électrophorèse capillaire, deux amorces 
sont utilisées, correspondant à deux microsatellites, l’une d’elle étant marquée avec un 
fluorochrome. Les amorces sont présentées en annexe IV. 
La réaction s’effectue dans un volume total de 25 µl, composé de 2,5 µl de tampon 10 X, 0,2 
µl d’AmpliTaqGold (Applied Biosystems), 1µl de dNTPs à 10 mM (Applied Biosystems), 50 
ng de chaque amorce, 50 ng d’ADN, et de l’eau jusqu’à 25 µl. Les paramètres de la PCR 
sont :  
   94 °C 3 min 
40 cycles 94 °C 30 sec, 50 °C 45 sec, 72 °C 2 min 
   72 °C  5 min 
Les produits d’amplification sont analysés sur électrophorèse capillaire ABI3100Avant 
(Applied Biosystems). 
2.3.3 La SSAP (Sequence Characterized Amplification Polymorphism) 
Les amorces sont présentées en annexe IV. Deux cent cinquante nanogrammes d’ADN 
génomique sont hydrolysés pendant 3 heures à 37 °C en présence de 5 unités d’enzyme 
HindIII (Invitrogen) ou à 65°C en présence de 5 unités d’enzyme TaqI (Invitrogen), 2 µl de 
tampon 10X et de l’eau jusqu’à 20 µl. La ligation avec les adaptateurs AdaHind1/AdaHind2 
ou AdaTaq1/AdaTaq2 est effectuée en présence de 1 unité de T4 DNA ligase (Invitrogen). 
Une préamplification est réalisée dans les mêmes conditions que pour l’AFLP avec des 
amorces spécifiques des adaptateurs correspondant aux extrémités HindIII ou TaqI, et une 
amorce spécifique du transposon. Une seconde amplification est réalisée avec des amorces 
comprenant 2 bases sélectives complémentaires des adaptateurs et une amorce correspondant 
à l’élément transposable, marquée en 5’ par un fluorochrome. 
Les produits d’amplification sont analysés sur électrophorèse capillaire ABI3100Avant 
(Applied Biosystems). 
2.3.4 La SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism) 
La détection de produit d’amplification en SSCP nécessite un marquage en 5’. Afin de ne pas 
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marquer toutes les amorces avec des fluorochromes, à cause du coût élevé du marquage 
fluorescent, un adaptateur d’une vingtaine de nucléotides est ajouté en 5’ des amorces 
spécifiques de la séquence. Des amorces marquées complémentaires de ces adaptateurs sont 
utilisées pour marquer le fragment pendant la PCR. 
 
L’amplification consiste en une PCR unique contenant 2,5 µl de tampon 10X, 2 µl de MgCl2, 
1,6 µl de dNTPs (10mM), 30 ng de chaque amorce spécifique du fragment avec adaptateurs, 
75 ng des amorces marquées complémentaires aux adaptateurs, 0,2 µl d’AmpliTaqGold DNA 
polymérase, 2 µl d’ADN et de l’eau jusqu’à 25 µl. La PCR consiste en une dénaturation de 3 
min à 94°, suivi de 25 cycles de 1 min à 94°C, 1 min au Tm, 1 min à 72°C, puis 10 cycles de 
1 min à 94°C, 1 min à 50°C, 1 min à 72°C et une extension finale de 72°C 10 min. 
Les produits d’amplification sont analysés sur électrophorèse capillaire ABI3100Avant 
(Applied Biosystems). 
2.4 Séquençage  
La réaction est réalisée soit à partir de 400 ng de plasmide, soit directement à partir du 
fragment d’intérêt purifié. La réaction nécessite 4 µl de mix Big Dye (kit Big Dye Terminator 
Cycle Sequencing Ready Reaction Kits v1.1, Applied Biosystems), 3,2 pmol d’amorces de 
séquençage (M13 reverse), 2 µl de tampon Big Dye et de l’eau jusqu’à 20 µl. Le programme 
de séquençage comprend 25 cycles de 10 sec à 96 °C, 5 sec à 50 °C et 4 min à 60 °C.  
Le produit de séquence est purifié par précipitation à l’éthanol avant d’être analysé. La 
réaction est transférée dans un tube de 1,5 ml, 16 µl d’eau et 64 µl d’éthanol à 95% sont 
ajoutés. L’agitation est réalisée avec précaution. Les tubes sont placés à température ambiante 
15 min. Une centrifugation de 20 min à 13000 g est effectuée. Un maximum de surnageant est 
aspiré, puis 250 µl d’éthanol à 70 % sont ajoutés. Les tubes sont vortexés doucement et 
brièvement, puis centrifugés 5 min dans la même orientation. Le surnageant est aspiré, et le 
culot est séché à température ambiante. Il est ensuite resuspendu dans 20 µl de tampon de 
formamide désionisée (Applied Biosystems). Les fragments sont dénaturés 3 min à 95 °C et 
placés dans la glace. Ils sont analysés sur électrophorèse capillaire ABI310 Genetic Analyzer 
(Applied Biosystems).  
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2.5 Analyse des produits d’amplification 
2.5.1 Séparation des fragments d’amplification sur électrophorèse capillaire 
Les échantillons sont préparés selon le protocole suivant :  
Dix microlitres de formamide déionisée sont mélangés à 0,2 µl de marqueur de taille 
(LIZ500), et le produit d’amplification est ajouté dans les proportions suivantes : 0,5 µl pour 
un marquage au 6-FAM ou au VIC, 1,2 µl pour un marquage au NED et 2 µl pour un 
marquage au PET. L’ensemble est homogénéisé à l’aide d’un vortex et dénaturé 5 min à 
95°C, puis immédiatement plongé dans la glace.  
La séparation des fragments est réalisée avec du polymère POP4, dans un capillaire de 36 cm 
sur une durée de 24 min pour l’AFLP et 28 min pour l’ISSR. 
La SSCP est analysée avec du polymère Genescan (Applied Biosystems ) selon 5 modules de 
températures différentes : 18 °C, 22°C, 24°C, 26°C et 30 °C. 
2.5.2 Electrophorèse sur gel d’acrylamide  
Une solution mère d’acrylamide à 5 % est préparée (pour 70 ml urée 31,71 g, TBE 10X 3,5 
ml, Acrylamide/bis-acrylamide 29.1 40 % 8,75 ml, H2O qsp 70 ml).  
A 70 ml de solution mère sont ajoutés 350 µl de persulfate d’ammonium à 10 % et 58 µl de 
TEMED (Sigma). Le gel est coulé entre deux plaques, la plaque courte étant traitée au 
BindSilane (Promega) et la grande au Sigmacote (Sigma). Le produit PCR est mélangé 
volume à volume avec du tampon de charge (98% formamide, 10mM EDTA, bleu de 
bromophénol et xylène cyanol) et dénaturé 3 min à 95 °C. Après 30 min de préchauffage du 
gel à 40 watts, 6 µl sont déposés, la migration dure 1h30 à 55W, 2500V et 50mA. La taille 
des fragments est évaluée grâce à une échelle de poids moléculaire (DNA Molecular Weight 
Marker V, Roche).  
La petite plaque est colorée au nitrate d’argent selon le protocole Siver Sequence DNA 
Sequencing System de Promega.  
2.5.3 Electrophorèse sur gel d’agarose  
Selon la taille des fragments recherchés, la concentration du gel varie de 1 % (plasmides) à 
1.8 %. La taille ou la concentration des fragments est évaluée grâce à des échelles de poids 
moléculaires (100 pb DNA Ladder ou High DNA Mass Ladder, Invitrogen). Le gel contient 
du bromure d’éthidium (0,375 µg/ml final), la migration s’effectue à 80 Volts durant 35 à 45 
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minutes dans du tampon TAE (Tris Acétate EDTA). Le gel est observé sur un 
transilluminateur UV. 
3 Microbiologie 
3.1 Milieux de culture 
Le milieu SOC est composé de tryptone à 2%, d’extrait de levure à 0.5 %, et des éléments 
suivants : NaCl 10 mM, KCl 2.5 mM, MgCl2 10 mM, MgSO4 10 mM, glucose 20 mM.  
Escherichia coli est cultivée en milieu LB (5 g/l d’extrait de levure, 10 g/l de bactotryptone, 5 
g/l de NaCl, pH 7.2) à 37 °C. Pour les milieux gélosés, 16 g/l de bactoagar sont ajoutés au 
milieu LB. La stérilisation est réalisée par autoclavage pendant 20 min à 110°C. Les 
antibiotiques sont conservés à –20 °C. La kanamycine s’utilise à une concentration de 50 
mg/l. 
3.2 Clonage d’un fragment d’ADN en vue du séquençage  
Le fragment à séquencer est inséré dans le vecteur pCR4-TOPO (kit TOPO TA Cloning Kit 
for Sequencing, Invitrogen). Le mélange réactionnel de la ligation est constitué de 1 µl de 
solution saline (1,2M NaCl, 0,06 M MgCl2), 1 µl de plasmide pCR4-TOPO (10ng/µl), et 4 µl 
de fragment d’intérêt purifié. Le mélange est placé à température ambiante pendant 5 à 30 
min.  
La transformation est réalisée à partir de 2 µl de solution de ligation dans un tube de bactéries 
compétentes (TOP10 One Shot Chemically Competent E. coli). Les bactéries compétentes 
sont décongelées dans la glace. Une quantité maximale de 0,1 µg de ligation (2 µl environ) est 
placée pendant 30 min à 4 °C en présence de 100 µl de solution bactérienne. La solution est 
ensuite soumise à un choc thermique de 30 sec à 42 °C, puis 450 µl de SOC sont ajoutés à la 
solution. Le mélange est incubé pendant 1 heure à 37 °C, puis étalé sur milieu LB sélectif 
(kanamycine) pour une incubation toute la nuit à 37 °C. Les clones positifs sont repiqués dans 
2 ml de milieu LB liquide sélectif et incubé toute la nuit à 37 °C. 
4 Cytométrie de flux 
Cette technique permet d’estimer la taille du noyau dans les cellules végétales. De jeunes 
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feuilles, issues de plantules obtenues après 3 semaines de culture en serre, (1 cm2) sont lavées 
et hachées finement avec une lame de rasoir dans 1 ml de tampon (tampon ploïdie fourni avec 
le kit Chemunex). Après filtration (filtre 15 µm Chemunex), l’ADN est coloré à l’aide de 20 
µl de colorant ploïdie PS1 (Chemunex) et 1 ml supplémentaire de tampon PB1 (Chemunex). 
Le colorant utilisé est le DAPI, fluorochrome spécifique de l’ADN (λ absorption = 340 nm, λ 
émission = 645 nm). La solution est homogénéisée, puis placée 5 min dans la glace avant 
analyse. Les noyaux sont entraînés dans un flux de liquide continu et comptés par le 
cytomètre de flux (Chemunex). L’ADN ainsi rendu fluorescent émet un signal sous l’action 
d’une source lumineuse dont le spectre d’émission englobe le spectre d’absorption du DAPI. 
L’intensité de fluorescence émise est proportionnelle à la quantité d’ADN dans les cellules. 
Les résultats sont visualisés sous forme d’histogramme représentant le nombre de noyaux en 
fonction de l’intensité de fluorescence émise.  
La taille du génome est déterminée à partir de la formule (Dolezel et Gohde, 1995) : 
2C DNA content = (pic Hybride G0/G1)/ (pic Pétunia hybrida G0/G1) x Pétunia hybrida 2C 
DNA content (pg), avec Pétunia hybrida 2C DNA content = 3,1 pg (Arumuganathan et Earle, 
1991). La taille du génome en Mpb est calculée selon Bennett (2000) : 1 pg = 980 Mpb. 
5 Culture au champ de la population F6 dérivée de ITB32 x 4K78 
Le protocole d’expérimentation a été défini selon plusieurs critères concernant : 
– les cibles étudiées 
– la fiabilité des résultats d’un point de vue statistique 
– le respect des procédures habituelles liées au type de tabac Virginie 
– la main d’œuvre nécessaire 
5.1 De la culture à la cigarette 
5.1.1 Dispositif expérimental 
Trois blocs de répétitions des 114 lignées issues du croisement original ITB32 x 4K78 ont été 
choisis afin de pouvoir évaluer l’influence de l’environnement sur les résultats, mais aussi 
afin d’offrir une sécurité supplémentaire dans le cas où l’un des blocs serait inexploitable 
(destruction de l’essai due à une attaque de pathogène, grêle, orage violent...). 
La disposition des 3 blocs sur le terrain a été choisie en suivant le grade en matière calcaire du 
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sol. La teneur en matière organique étant croissante du Nord au Sud, les blocs ont été disposés 
de façon à ce que ce grade ait le moins d’influence sur toutes les lignées d’un même bloc (fig. 
61 : plan de l’essai). Les RILs ont été disposées dans l’ordre de leur numéro de lignée dans le 
bloc 1, le plus au Sud, et de façon randomisée dans les blocs 2 et 3, le bloc 3 étant le plus au 
Nord. Les parents ITB32 et 4K78 ont été inclus en double dans chaque bloc. Des tabacs de 
bordures servent à délimiter le bloc, afin de limiter les effets de bordures : ensoleillement, 
ombre des pieds voisins ou fertilisation. Chaque lignée compte 22 pieds par bloc. Les plantes 
en bout de chaque rangée ne sont pas utilisées pour l’expérimentation pour les mêmes raisons 
d’effets de bordure.  
5.1.2 Culture 
Les conditions de culture et d’entretien sont celles de tabacs de type Virginie (désherbage, 
compacité, fertilisation, traitements fongicides...).  
En raison de la petitesse des graines (13 000 à 15 000 /g), le semis est réalisé en semis 
flottants, en serre ou en tunnel, fin mars à début avril, ce qui permet de fournir des plants 
homogènes. Les tabacs sont transplantés au champ lorsqu’ils mesurent 10-12 cm de hauteur, 
au stade 6-7 feuilles, 60 jours après le semis, c’est à dire du début mai à la mi-juin. La 
compacité des tabacs de type Virginie est de 30 000 à 38 000 plants/ha. Binage, sarclage et 
buttage sont réalisés dans le mois qui suit la plantation. 
Durant la croissance, un complément en azote est apporté pour une bonne évolution de la 
maturité des feuilles. Les besoins étant relativement faibles (80 à 100 N/ha), la fumure azotée 
reste modérée (0 à 60 unités/ha) en fonction du bilan d’azote du sol. La fumure phospho-
potassique et les amendements calco-magnésiens sont apportés à l’automne. Le besoin en eau 
est fonction du stade végétatif. L’arrosage est commencé tôt et se poursuit régulièrement à 
doses faibles mais fréquentes (20 à 25 mm/semaine). 
Les tabacs sont écimés juste après la floraison : la panicule est coupée en laissant toutes les 
feuilles. On parle alors d’étêtage. La pousse des bourgeons hauts est empêchée par 
l’application d’un inhibiteur chimique, la butriline (Tamex AG, CFPI AGRO).  
5.1.3 Mesures réalisées en plein  champ 
Les critères d’intérêts agronomiques étudiés au champ sont la tendance générale de la plante 
(type ITB32, 4K78 ou intermédiaire), la couleur, la date de floraison, l’aptitude au 
bourgeonnement haut et bas. Une note de 1 à 5 décrit un type morphologique général (port, 
  
 N 
BLOC 1 BLOC 2 BLOC 3 
 1 61 78 4K78 46 63 
 2 62 19 ITB 32 51 97 
 3 63 53 61 57 93 
 4 64 100 50 119 44 
 5 65 120 79 105 69 
 6 66 70 82 74 64 
 7 67 51 42 42 36 
 4K78 68 17 109 120 ITB 32 
 9 69 113 95 23 32 
 10 70 68 63 96 24 
 11 71 ITB 32 119 73 27 
 12 72 112 48 30 108 
 13 73 28 20 26 41 
 14 74 35 89 88 92 
 15 75 22 47 4 K78 47 
 16 76 62 91 82 113 
 17 77 110 93 90 111 
 18 78 9 6 58 95 
 19 79 99 5 40 50 
 20 80 29 105 37 61 
 ITB 32 81 56 66 115 110 
 22 82 25 27 100 104 
 23 83 64 23 59 107 
 24 84 26 7 20 78 
 25 4K78 36 86 19 45 
 26 86 41 30 118 17 
 27 87 43 92 102 16 
 28 88 98 90 1 75 
 29 89 60 14 89 91 
 30 90 71 67 33 43 
       
       
 31 91 18 10 29 4 
 32 92 45 4 12 53 
 33 93 31 49 13 87 
 34 94 107 81 ITB 32 77 
 35 95 38 40 11 68 
 36 96 94 1 14 55 
 37 97 39 34 48 71 
 38 98 75 77 18 39 
 39 99 84 32 70 60 
 40 100 115 46 7 83 
 41 ITB 32 24 74 66 112 
 42 102 52 106 52 6 
 43 103 59 12 5 114 
 44 104 104 97 72 9 
 45 105 118 88 80 109 
 46 106 114 76 62 3 
 47 107 11 3 99 25 
 48 108 108 13 34 79 
 49 109 102 57 22 98 
 50 110 58 72 86 84 
 51 111 16 55 116 49 
 52 112 2 96 38 4K78 
 53 113 33 111 76 10 
 55 114 69 4K78 28 94 
 56 115 44 37 35 2 
 57 116 65 80 81 103 
 58 118 83 116 106 31 
 59 119 15 103 67 15 
 60 120 87 73 56 65 
       
Figure 61 : plan de l’essai au champ. Les 3 répétitions sont 
réparties chacune en 118 parcelles (114 RILs et 2 parcelles de 
chaque parent) disposées en 2 rangées et séparées par une allée.  
Les RILs sont disposées dans l’ordre croissant de leur numéro dans 
le bloc 1 et en dispositif randomisé dans les blocs 2 et 3. Les 
parents sont disposés à la place de numéros manquants. Les 
rectangles hachurés verts représentent des parcelles de tabacs 
« bordures ». 
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couleur, forme des feuilles) à rapprocher des parents 4K78 (1) et ITB32 (5). De la même 
façon, une note de 1 à 5 décrit la couleur verte au champ, de type 4K78 vert clair (1) ou 
ITB32 vert foncé (5) (annexe I, photos 5 à 7).Le bourgeonnement bas est représenté par une 
note de 0 à 5, décrivant l’aptitude du tabac à produire des bourgeons (nombre et taille), 
partant de la base du pied. Le bourgeonnement haut est représenté par une note de 1 à 8 
décrivant l’aptitude à faire des bourgeons hauts (nombre et taille), au niveau des entre-nœuds. 
La précocité de floraison est déterminée à un instant « t » par le développement des hampes 
florales, avec la note 1 lorsque la hampe florale n’est pas sortie (tardif) jusqu’à la note 4 
lorsque la hampe est sortie et que plusieurs fleurs sont ouvertes (précoce). 
5.1.4 Récolte 
Les feuilles basses, les cutters, les médianes puis les médianes supérieures sont récoltées à 
maturité (3 feuilles pour basses et cutters, 4 feuilles pour les médianes et le reste pour les 
médianes supérieures) (fig. 62). Un à deux passages par semaine en fonction du temps et de la 
maturité des feuilles sont réalisés. La durée de végétation (temps séparant le repiquage au 
champ de la récolte de l’étage) est automatiquement relevée lors de la récolte grâce à un 
système de code barre sur les étiquettes de suivi des récoltes.  
5.1.5 Séchage 
Deux types de séchage peuvent être utilisés : le bulk (four à circulation d’air), pour les 
échantillons nombreux ou la chambre de jaunissement (enceinte à température ambiante 
régulée), pour les essais de taille réduite. Le bulk, utilisé ici, est un four à circulation d’air 
chaud où les récoltes sont piquées sur des peignes en rangs serrés et compacts (annexe I, 
photos 11 à 13).  
Durant le séchage, la composition chimique de la matière première est considérablement 
modifiée. L’amidon est hydrolysé en sucres réducteurs (glucose, fructose). La destruction des 
pigments chlorophylliens révèle les autres pigments jaunes (xanthophylles, carotènes) créant 
une couleur jaune clair à orange. Le séchage dure environ 7 jours. L’augmentation 
progressive de la température jusqu’à environ 34°C pendant 2 jours constitue la phase de 
jaunissement. La fixation de la couleur dure 3 jours, jusqu’à dessiccation quasi complète du 
limbe, à une température de 55°C. L’activité enzymatique est interrompue. Une nouvelle 
montée en température permet d’éliminer l’eau résiduelle contenue dans les côtes. Les 
récoltes des RILs sont entourées dans le four par des tabacs « fourrures », qui permettent un 
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 Figure 62 : étages foliaires du tabac et récoltes successives. 
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séchage homogène, indépendant d’une circulation d’air hétérogène en fonction de la position 
dans le bulk. 
 
Afin de permettre leur manipulation et leur redonner leur souplesse, les tabacs sont ensuite 
réhumidifiés pour atteindre un taux d’humidité de 14-16%.  
5.1.6 Expertise et échantillonnage 
L’expertise est réalisée sur les 3 blocs et les 4 étages pour les 114 lignées plus les parents. 
Une note de coloration et d’aspect des tissus (de 0 à 100) est attribuée en fonction de la 
couleur, de la texture, de l’homogénéité et du développement des feuilles (annexe I, photos 15 
à 20). Une note spécifique du développement (de 1 à 5) est attribuée en fonction de la largeur 
et de la longueur des feuilles.  
Une pesée en kg est effectuée pour chaque échantillon afin de déterminer le rendement 
(annexe I, photo 14). Le poids total (TPDS) est calculé en additionnant les 4 récoltes 
correspondant aux 4 étages foliaires. 
La durée de végétation pondérée par le poids est calculée selon la formule : 
DVPND = Σ (DVnxPDSn)/TPDS avec n de 1 à 4 en fonction de la récolte. 
La qualité pondérée par le poids est calculée selon la formule : 
NPND= Σ (NnxPDSn)/TPDS avec n de 1 à 4 en fonction de la récolte. 
Afin de réaliser les analyses chimiques en étant représentatif de la chimie générale de la 
plante, 500 g de feuilles sont échantillonnées au pro rata du poids de chaque récolte, pour 
chaque lignée et chaque bloc. Ainsi, 342 échantillons sont constitués pour les analyses 
chimiques des RILs. 
Sur le tabac restant, les 4 récoltes des 3 blocs sont rassemblées par lignée F6, ce qui constitue 
114 lots de tabacs destinés à la confection de cigarettes. 
5.1.7 Battage 
Le tabac est préalablement écôté, ce qui signifie que les nervures sont séparées du limbe. Cet 
écottage est réalisé pendant l’opération de battage.  
Deux types de battages peuvent être réalisés : le battage de type Cardwell nécessite 500 g de 
tabac, il convient mieux aux échantillons légers (annexe 1, photos 21 à 24). Il permet aussi de 
déterminer le taux de côtes (élément défavorable), c’est-à-dire la fraction de nervures par 
rapport au limbe. Ce type de battage convient aux échantillons servant à la confection des 
  
Matériels et méthodes /  76
 
 
poudres pour la chimie et l’HPLC. Le battage industriel du tabac permet de traiter les gros 
volumes, il nécessite 3 kg au minimum de tabac pour le fonctionnement d’une partie des 
chaînes de machines. Les pertes sont plus importantes, les côtes ne sont pas récupérées 
(annexe I, photos 25 à 27).  
Les 500 g de tabac échantillonnés au prorata du poids de chaque récolte pour chaque lignée et 
chaque bloc sont battus à la batteuse de type Cardwell.  
Le reste des 4 récoltes et des 3 blocs regroupés pour chaque lignée est battu de façon 
industrielle. 
5.1.8 Traitement post-battage 
Le tabac battu de façon « industrielle » est haché par des hachoirs à disques de 0,8 mm pour 
l’obtention de fines lanières ou “scaferlati” (annexe I, photos 28 à 30). Le tabac battu 
« Cardwell » est broyé à 500µm pour obtenir une poudre pouvant être utilisée pour une 
analyse NIRS et HPLC (annexe I, photo 31). Le limbe est préalablement réhumidifié pour une 
bonne manipulation.  
5.1.9 Confection des cigarettes 
Des cigarettes sans filtre sont confectionnées avec une résistance au tirage constante (aptitude 
d’un échantillon à se laisser traverser par un courant d’air, mesuré en mm de colonne d’eau). 
La résistance au tirage cible est de 50 à 60 mmCE). Les cigarettes sont fabriquées par une 
confectionneuse capable de produire des tronçons de tabacs entourés de papier (VGB 40 C/B 
0.85/27) et de les couper à la longueur voulue. Les cigarettes fabriquées n’ont pas de filtre, 
sont longues de 70 mm et ont un diamètre de 7,9 mm. Des mesures sur ces cigarettes sont 
réalisées avec une station de contrôle SODIMAT (Société SODIM). Cet appareillage permet 
de mesurer le poids des cigarettes (en g, +/- 1 mg), le tirage (débit d’air, en mm +/- 2 mm), le 
diamètre (en mm, +/- 0,005 mm) ainsi que la compacité (mesure de la résistance à la 
déformation d’une cigarette quand une force spécifique lui est appliquée, en mm, +/- 0,01 
mm).   
5.2  Analyses chimiques 
5.2.1 Le NIRS 
L’Institut du Tabac utilise la technique de spectrométrie proche infrarouge (SPIR) comme 
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outil de classement des lignées et variétés de tabac en fonction de leurs caractéristiques 
spectrales et comme outil de caractérisation de ces tabacs par la prédiction de constituants 
chimiques (Poisson et al., communication orale, 2003). Le spectrophotomètre proche 
infrarouge FOSS NIRSystems 6500 couvre les domaines du visible et du proche infrarouge, 
400-2500 nm. Il est utilisé en association avec le logiciel d’acquisition spectrale et de 
calibration WinISI II (Infrasoft International). L’acquisition des spectres est réalisée comme 
le logarithme décimal de l’inverse de l’énergie de réflectance (log 1/R) à partir de poudres 
broyées à 500 µm.  
Le NIRS permet de prédire des valeurs relatives à la chimie de la feuille comme la teneur en 
alcaloïdes, en asparagine, en acide citrique, en chlore, en composés extraits à l’éther de 
pétrole, en acide malique, en azote total, en polyphénols, en proline et en sucres réducteurs 
totaux (en % de la matière sèche). Des valeurs relatives à la cigarette sont aussi prédites, 
comme l’alcalinité totale des cendres, la teneur en cendres, le condensat brut, la teneur en 
goudrons (mg/cigarette), le pourcentage de matière sèche de la poudre et le poids de tabac en 
mg dans une cigarette. Une prédiction de l’activité spécifique (en nombre de révertants par 
mg de condensat brut d’une cigarette) est aussi obtenue par NIRS.  
5.2.2 L’HPLC 
L’HPLC permet de doser les alcaloïdes sur colonne de silice. Les alcaloïdes sont déplacés par 
la soude concentrée dans du dichlorométhane contenant de la quinine comme étalon interne. 
Le système HPLC est le suivant : Varian Prostar, pompe 230 SDM, détecteur UV barette de 
diodes 330, passeur automatique 410. La colonne est de type Silice NUCLEOSIL 50.5 
(Cartouche 125/4) Macherey. Le système de solvant est un mélange organique de 30% de 
méthanol et 70% d’acétonitrile (v/v) contenant 5 ml d’H2O et 1 ml de triéthylamine pour 1 
litre. L’élution est réalisée avec un débit de 1 ml/min. La quantification des alcaloïdes 
(nicotine, nornicotine, anabasine, anatabine et myosmine) est déterminée à 258 nm. Les 
différents alcaloïdes sont identifiés en comparant leur temps de rétention et leur spectre UV 
avec les pics des standards internes.  
 
L’extraction se fait à partir de 100 mg de poudre de tabac broyé à 500 µm. La poudre est 
mélangée à 3 ml de HCL 1N, 10 ml de quinine (0,2 mg/ml) et 4 ml de NaOH 5N. La solution 
est agitée vigoureusement pendant 20 min sur agitateur orbital. Le dicchlorométhane est 
décanté. Quelques ml sont prélevés et filtrés sur papier Whatman PS. L’extrait est prêt à être 
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injecté.  
La gamme d’étalonnage est préparée à partir de produits purs (SIGMA, NEURATH ou 
EXTRASYNTHESE) dans le dichlorométhane à 200 µg/ml de quinine.  
Nicotine : 0 à 4% soit 0 à 4 mg pour 100 mg de tabac dans 10 ml de CH2Cl2, soit de 0 à 400 
µg/ml de CH2Cl2. 
Nornicotine : 0 à 2% soit de 0 à 200 µg/ml de CH2Cl2. 
Myosmine, Anatabine, Anabasine : 0 à 0,2 % soit 0 à 20 µg/ml de CH2Cl2. 
Le logiciel STAR v4.0 est utilisé. La quinine sert d’étalonnage interne à 2 µg/ml pour 50 µl 
injecté, sur la base de l’aire du pic. L’étalonnage des alcaloïdes est réalisé sur 5 concentrations 
pour la nicotine et la nornicotine (entre 0,25 µg/ml et 4 µg/ml) et sur 3 concentrations pour la 
myosmine, l’anatabine et l’anabasine (0,05 ; 0,1 et 0,2 µg/ml).  
Les concentrations en alcaloïdes totaux, en nicotine, en nornicotine, en anatabine et en 
anabasine sont déterminées en % de la matière sèche. 
5.2.3 Mesures sur la cigarette 
Toutes les analyses concernant le fumage sont réalisées selon les normes de fumage 3308-91. 
Seules quelques indications nécessaires à la compréhension globale du fumage sont données 
dans ce chapitre.  
5.2.3.1 Fumage normalisé sur machine à fumer RM200 
Le fumage mécanique ne vise pas à reproduire le comportement du fumeur mais à contrôler 
des produits dans des conditions de laboratoires strictement identiques et contrôlées. 
Les méthodes de fumage sont normalisées et définissent : 
- le conditionnement des produits à fumer : humidité 60% +/-3%, température 22°C +/-
1°C. 
-  les conditions atmosphériques du fumage : humidité 60% +/-5%, température 22°C 
+/-2°C. 
- le fonctionnement de la machine à fumer : débit d’air moyenne de 10 mesures de 10 
secondes, 200 mm/sec +/-30 mm/sec 
- le volume de la bouffée (35 ml +/- 0,3 ml), l’intervalle entre bouffées (60 sec +/- 0,5 
sec), la durée de la bouffée (2 sec +/-0, 02 sec) 
- la longueur de mégot...  
Les cigarettes sont placées sur un porte cigarette devant un porte filtre (fig. 63). La matière 
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 Figure 63 : représentation schématique d’un appareil à fumer de type RM20. 
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particulaire totale est retenue par un filtre (Cambridge) placé sur le porte filtre. Le CO est 
collecté dans un sac pour être mesuré. A partir du filtre sont déterminées les teneurs en eau, 
nicotine et goudrons. 
 
Détermination des condensats bruts : Matière Particulaire Totale (MPT) 
Définition MPT : « Partie de la fumée du courant principal qui est retenue dans le piège à 
fumée, exprimée en milligrammes par cigarettes » (ISO4387:2000)  
 
cigarettes
avantaprès
nb
PoidsPoids
MPT
−= 
La MPT est déterminée à partir de la pesée du filtre Cambridge avant et après fumage. Dans 
le cas de la RM200, 20 cigarettes sont généralement fumées par filtre cambridge.  
 
Détermination des teneurs en eau et nicotine 
Chaque filtre cambridge est placé dans un tube en verre dans lequel est ajoutée 60 ml de 
solution extraction. Chaque tube correspondant à un échantillon de 20 cigarettes est ensuite 
agité pendant 30 minutes pour extraire l’eau et la nicotine du filtre Cambridge. La mesure 
CPG (Chromatographie en phase gazeuse) permet la séparation de différents composés qui 
peuvent ensuite être quantifiés.  
L’utilisation d’un standard interne comme référence permet de s’affranchir de certaines 
erreurs expérimentales : dérives de l’appareil, reproductibilité de la quantité de solution 
injectée.  
La méthode chromatographique est une méthode indirecte de mesure et nécessite donc des 
calibrages : 
- Préparation de plusieurs solutions de concentrations en Nicotine et eau connues 
- Mesure de ces solutions à l’aide de la CPG 
- Détermination de relations linéaires : 
 rNicotine = f(Concentration Nicotine) 
 reau = f(Concentration Eau) 
 
cigarettes
extractionSolutionineNi
nb
VolumeionConcentrat
Nicotine _cot
×=
Calculs des teneurs en mg/cig : 
 
cigarettes
extractionsolutionEau
nb
VolumeionConcentrat
Eau _
×=
EauNicotineMPTGoudrons −−=
Calculs des Goudrons en mg/cig 
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Détermination de la teneur en Monoxyde de Carbone (CO)  
Le contenu du sac (phase gazeuse du fumage) est mesuré à travers un analyseur infrarouge de 
CO afin de déterminer la concentration en volume de CO dans le sac. Auparavant l’analyseur 
de CO est étalonné avec un gaz étalon contenant 5% de CO.  
 
4.22)273(3.101100
282730.35
×+×××
×××××=
etempératurnb
PatmNbC
CO
cigarettes
boufféesCOCalculs des teneurs en mg/cig 
(Température en °C, Patm en kPa) 
Plan de fumage 
Des cigarettes, appelées Cigarettes Monitor, sont caractérisées par des essais inter laboratoires 
afin de déterminer les moyennes de poids (après conditionnement), de goudrons, de nicotine 
ainsi que les valeurs de répétabilité et reproductibilité de mesure. La cigarette monitor est 
mesurée pour chaque série de fumage dans les mêmes conditions que les échantillons 
associés. Les résultats obtenus sur cette cigarette permettent de valider l’ensemble du 
processus sur tous les échantillons.  
Pour chaque série de fumage, 10 lots de 20 cigarettes sont analysés dont 1 lot constitué de 20 
cigarettes monitor dont les résultats sont connus. Deux échantillons de 20 cigarettes par 
variantes sont systématiquement mesurés. 
5.2.3.2 Détermination de la teneur en benzo[a]pyrène 
La détermination des benzo[a]pyrènes (B[a]P) dans la fumée de cigarettes (matière 
particulaire totale) est réalisée selon une méthode du CORESTA (Comite de Recherche 
Scientifique sur le Tabac, CORESTA Recommended Methods N°21, 22, 23, 24, August 
1991). La méthode est spécifiée en respect des normes : 
- ISO 3308:2000 pour  les paramètres de fumage 
- ISO 4387:2000 pour la détermination de la matière particulaire totale et de la nicotine 
- ISO 3402:1999 pour les paramètres de conditionnement et de tests 
- ISO 8243:1991 pour l’échantillonnage 
Après fumage des cigarettes (5 lots de 20 cigarettes) sur une machine à fumer linéaire, les 
b[a]p sont extraits du filtre dans une solution de méthanol et élués dans du cyclohexane. Les 
b[a]p sont analysés par chromatographie GC/MS (Système, colonne et cartouche VARIAN) et 
spectrométrie de masse. Des solutions standard sont utilisées (2 ng/ml, 10 ng/ml, 20 ng/ml, 50 
ng/ml, 100 ng/ml et 200 ng/ml). Des contrôles d’ajustement de mesures sont effectués avec 
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une cigarette de référence commerciale : GOBPA02CL.  
La quantité de b[a]p par cigarette est calculée selon la formule suivante : 
                                       C x V x Ve  
     M =      
                                                             N x Vc 
Avec : 
 M  la quantité de b[a]P dans la fume de cigarette en ng/cig 
 C  la concentration de b[a]P dans la solution d’échantillon en ng/ml. 
 V  le volume de la solution d’échantillon en ml (V = 1ml) 
 N le nombre de cigarettes fumées 
 Ve le volume de la solution d’extraction  
 Vc le volume de l’aliquot de la solution d’extraction utilisée pour la purification 
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ANNEXE I : les différentes étapes de l’essai en plein champ des RILs issues 
du croisement initial de ITB32 et 4K78 
 
 
 
1 
Photo 1 : semis des tabacs sous tunnel, en plateaux flottants, dans des alvéoles 
(15/04/2005). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 2
Photo 2 : repiquage des plantules au 
champ, le 17 mai 2004.  
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Photo 3 : vue d’ensemble de l’essai en plein champ le 13 juin 2004. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4 
 
 
 
 
Photo 4 : les tabacs en plein champ le 28 juin 2004. Des différences de 
développement sont déjà observées entre les lignées. 
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 98 
Photos 8 et 9 : des viroses sont observées, en 
particulier du CMV (Cucumber Mosaic Virus) 
provoquant des différences de coloration et un 
bord irrégulier des feuilles (23/07/04).  
7
65 
Photos 5 à 7 : du polymorphisme de couleur (lignée 3 vert foncé de type 
ITB32, lignée 6 vert clair de type 4K78) et de forme (lignée 82 avec des 
feuilles gaufrées) est observé (28/06/04). 
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10 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Photo 10 : les tabacs en plein champ le 23 août 2004. La variété 4K78 a une durée de 
végétation plus courte, elle est déjà totalement récoltée, alors que seul l’étage 1 
(feuilles basses) a été récolté chez ITB32.  
 
 
 
11 
12 
Photos 11 et 12 : les récoltes sont 
piquées de façon très serrée sur des 
peignes en métal puis glissées dans 
le bulk (four) pour le séchage. 
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13 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
14 
Photo 13 : les récoltes de tabacs de type Virginie ont une couleur jaune après 7 jours 
de séchage. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Photo 14 : les 4 récoltes correspondant aux 4 étages foliaires sont expertisées, et 
pesées séparément pour chaque lignée et chaque bloc. Un échantillon est constitué 
au prorata du poids de chaque étage pour les analyses chimiques NIRS et HPLC.  
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17 
16 
15 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
18 19 
 
 
 
20 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Photos 15 à 20 : l’expertise permet d’attribuer une note en fonction de la qualité du tabac. Plusieurs 
caractéristiques sont distinguées, par exemple photos 16 et 17 = cherry red, taches rouges souvent 
associées à la présence de nornicotine ; photo 18 = fond vert, maturité incomplète ; photo 19 = terne ; 
photo 20 = bonne coloration, mais forme de feuille atypique. 
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24 
22 
23 
Photos 21 à 24 : le battage de type Cardwell : le limbe et les côtes 
sont séparées. Photo 22 = un flux d’air sépare les morceaux en 
fonction du poids. Photo 23 = le limbe est récupéré. Photo 24 =  
les côtes sont triées, ce qui permet de déterminer le taux de côtes. 
21 
 
 
25 
27 
Photos 25 à 27 : chaîne de battage de type industriel. Le 
tabac est drainé sur des tapis roulants (photo 26), et le 
limbe (strips) est séparé des sous produits (fines particules 
et côtes) par différents types de cylindres (photo 27).  
26 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Annexes / 105
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
31 
Photo 31 : la confection de la poudre à 500 µm. 
Le tabac battu au battage Cardwell est 
transformé en poudre de 500 µm dans un  
broyeur. Ce format de poudre permet l’analyse 
sur système NIRS et par HPLC. 
28 30 
29 
Photos 28 à 30 : la confection du scaferlati. Le tabac sortant du battage de type industriel (photo 29) est 
transformé en fines lanières ou scaferlati (photo 30) dans un hachoir à disques pour la confection de 
cigarettes. 
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ANNEXE II : statistiques sommaires sur toutes les variables étudiées sur les RILs. 
 
 
DONNEES AGRONOMIQUES 
Statistiques 
Bourgeons 
bas 
Bourgeons 
hauts Couleur Dev 1 Dev 2 Dev 3 Dev 4 Dev M DV1 DV2 DV3 DV4 DVPND 
Effectif 114 114 114 114 114 114 114 114 114 114 114 114 114 
Moyenne 1.03 3.24 3.44 3.71 3.45 2.99 2.94 3.3 73.52 85.18 99.12 108.6 95.96 
Médiane 0.76 2.95 3.36 3.74 3.5 3.01 2.93 3.3 72.57 81.78 97.61 106.05 93.36 
Variance 1.35 1.27 0.97 0.92 0.79 0.68 0.96 0.59 19.52 81.39 110.46 101.29 77.26 
Ecart-type 1.16 1.13 0.99 0.96 0.89 0.83 0.98 0.77 4.42 9.02 10.51 10.06 8.79 
Minimum -0.27 1.01 1.54 0.87 0.91 0.92 0.97 1.03 68.55 75.88 83.28 91.83 82.15 
Maximum 4.8 6.16 5.95 6.03 5.7 5.15 5.72 5.41 93.57 111.28 125.63 132.51 116.84 
Etendue 5.06 5.14 4.41 5.16 4.8 4.23 4.75 4.39 25.01 35.4 42.35 40.68 34.69 
Asymétrie 5.65 1.79 0.86 -2.79 -1.71 0.55 1.86 -0.22 7 4.78 1.87 2.26 2.25 
Aplatissement 3.05 -0.88 -1.29 1.08 1.21 0.4 0.47 1.39 8.16 0.36 -1.91 -1.81 -1.93 
Coef. de 
variation 112.12% 34.77% 28.64% 25.94% 25.80% 27.62% 33.42% 23.22% 6.01% 10.59% 10.60% 9.27% 9.16% 
Dev = développement (expertise) ; DV= durée de végétation ;  DVPND = durée de végétation pondérée 
 
Statistiques Floraison Qualité 1 Qualité 2 Qualité 3 Qualité 4 NPND Poids 1 Poids 2 Poids 3 Poids 4 TPDS TYPE  
Effectif 114 114 114 114 114 114 114 114 114 114 113 113  
Moyenne 2.76 48.09 47.90 37.24 28.92 37.83 0.38 0.39 0.44 0.91 2.13 2.37  
Médiane 2.81 47.73 47.64 36.74 27.9 36.92 0.38 0.38 0.43 0.88 2.09 2.34  
Variance 0.29 315.9 317.9 273.88 204.55 190.33 0.01 0.01 0.01 0.05 0.12 1.3  
Ecart-type 0.54 17.77 17.83 16.55 14.3 13.8 0.06 0.07 0.07 0.22 0.34 1.14  
Minimum 1.46 10.43 10.86 7.64 5.47 9.53 0.24 0.2 0.19 0.39 1.02 -0.17  
Maximum 3.85 90.22 94.31 87.67 77.47 84.27 0.51 0.62 0.63 1.59 3.02 4.93  
Etendue 2.38 79.79 83.46 80.03 72 74.75 0.27 0.42 0.44 1.19 2 5.1  
Asymétrie -0.64 0.64 1.16 2.08 2.48 2.21 -0.25 2.07 -0.9 1.75 -0.26 0.1  
Aplatissement -0.98 -0.91 -0.93 -0.54 0.21 0.69 -0.94 0.88 2.56 0.9 0.86 -0.87  
Coef.de 
variation 19.51% 36.96% 37.23% 44.44% 49.46% 36.47% 14.56% 18.58% 16.25% 23.67% 16.03% 47.98%  
NPND = qualité pondérée ;  TPDS = poids total  
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DONNEES NIRS           
Statistiques 
Condensat 
brut Cendres 
Acide 
citrique Chlore Asparagine 
Alcalinité 
des cendres 
Extraits 
éther de 
pétrole Goudrons 
Acide 
malique 
Matière 
sèche Azote total 
Effectif 114 114 113 113 114 114 114 113 114 114 113 
Moyenne 27.42 11.34 0.54 0.65 0.24 201.66 3.79 20.16 6.25 93.63 2.57 
Médiane 27.39 11.42 0.55 0.64 0.22 203.34 3.79 20.08 6.24 93.63 2.53 
Variance 2.44 1.74 0.05 0.01 0.02 568.72 0.05 2.45 0.79 0.13 0.1 
Ecart-type 1.56 1.32 0.22 0.1 0.14 23.85 0.22 1.56 0.89 0.36 0.32 
Minimum 22.86 8.29 0.04 0.32 0 144.06 3.21 17.17 4.26 92.73 1.86 
Maximum 31.5 14.74 1.12 0.85 1.03 268.11 4.36 23.76 8.75 94.49 3.29 
Etendue 8.64 6.45 1.08 0.53 1.03 124.05 1.15 6.59 4.49 1.76 1.43 
Asymétrie 0.67 -0.19 0.98 -0.94 7.71 -0.05 -0.92 0.39 0.77 -0.34 0.3 
Aplatissement -0.26 -0.36 0.85 0.49 18.52 0.31 0.34 -1.76 0.16 -0.7 -1.81 
Coef. de 
variation 5.69% 11.62% 40.98% 15.51% 56.85% 11.83% 5.71% 7.76% 14.19% 0.38% 12.37% 
            
            
Statistiques 
Activité 
spécifique 
Poids de 
tabac /cig. Polyphénols Proline 
Sucres 
réducteurs Alcaloïdes Nicotine     
Effectif 113 114 114 113 113 114 114     
Moyenne 2013.63 1073.27 4.1 1.28 15.97 1.8 2.06     
Médiane 1975.63 1070.24 4.09 1.27 15.77 1.75 2.02     
Variance 136179 2372.17 0.08 0.02 8.08 0.15 0.18     
Ecart-type 369.02 48.71 0.29 0.14 2.84 0.39 0.43     
Minimum 1214.54 978.45 3.42 1.01 8.97 0.96 0.93     
Maximum 2811.11 1206.82 4.84 1.6 21.74 2.8 3.29     
Etendue 1596.57 228.37 1.42 0.59 12.76 1.85 2.35     
Asymétrie 0.55 1.05 -0.13 -0.48 -0.32 1.12 1.59     
Aplatissement -1.62 -1.02 -0.28 0.73 -1.54 -0.45 0.16     
Coef. de 
variation 18.33% 4.54% 6.95% 11.09% 17.79% 21.73% 20.61%     
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DONNEES HPLC et taux de côtes        
Statistiques Anabasine Anatabine 
Alcaloïdes 
totaux 
Matière 
sèche Nicotine Nornicotine  
Taux de 
côtes    
Effectif 114 114 114 114 114 114  113    
Moyenne 0.05 0.19 2.21 94.2 1.86 0.11  17.9    
Médiane 0.04 0.17 2.17 94.23 1.82 0.07  17.96    
Variance 0 0.01 0.24 0.15 0.19 0.02  5.45    
Ecart-type 0.02 0.08 0.49 0.39 0.44 0.14  2.34    
Minimum 0.02 0.03 1.18 93.18 0.82 0.02  12.34    
Maximum 0.11 0.45 3.36 95.23 2.92 0.87  23.48    
Etendue 0.09 0.42 2.19 2.04 2.1 0.85  11.14    
Asymétrie std 3.42 3 1.15 -0.88 0.49 16.56  0.1    
Aplatissement std 0.15 0.4 -1.32 -0.77 -0.97 32.87  -0.56    
Coef. de variation 43.29% 39.56% 22.08% 0.41% 23.45% 124.57%  13.04%    
             
DONNEES FUMAGE            
Statistiques CO Densité Compacité Nicotine Bouffées Goudrons 
Matière 
Particulaire  
Totale Eau 
Poids de 
tabac /cig B[a]p 
Effectif 114 114 114 114 114 114 114 114 114 114
Moyenne 12.71 262.6 183.39 1.62 8.06 19.21 24.53 3.7 900.47 15.66
Médiane 12.6 257.7 183 1.61 8 19.18 24.61 3.71 881.5 15.27
Variance 1.06 457.07 135.78 0.13 0.65 3.13 5.53 0.26 5523.91 13.1
Ecart-type 1.03 21.38 11.65 0.37 0.8 1.77 2.35 0.51 74.32 3.62
Minimum 10.7 207.1 156 0.65 5.95 14.63 17.94 2.36 707 6.98
Maximum 15.1 325.4 214 2.65 10.25 22.79 29.1 4.97 1118 25.27
Etendue 4.4 118.3 58 1.99 4.3 8.16 11.16 2.61 411 18.29
Asymétrie 0.68 1.55 1.22 0.35 1.26 -0.09 -0.35 -0.69 1.49 1.53
Aplatissement -1.65 -0.1 -0.47 -0.24 0.03 -1.64 -1.46 -0.72 -0.14 -1.21
Coef. de variation 8.09% 8.14% 6.35% 22.63% 9.97% 9.21% 23.10%8.25%13.82%9.59%
B[a]p = benzo[a]pyrène 
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ANNEXE III : Estimation de la valeur génétique des RILS  
CAH sur les résidus définissant les 7 groupes de parcelles  
 
 
 
Les sept groupes définis par la CAH sont reportés ci-dessous. En abscisse, les lignées (RILs) sont définies par 
leur numéro de travée et de ligne. Le groupe auquel chaque lignée de chaque répétition  appartient est reporté sur 
le plan de l’essai afin de montrer la cartographie des résidus. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Groupe 1  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Groupe 2  
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Groupe 3  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Groupe 4  
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Groupe 5  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Groupe 6 
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ANNEXE IV : Amorces AFLP, ISSR et SSAP  
 
X = bases sélectives, A, T, G ou C 
f = marquage fluorescent (6-FAM, VIC, PET ou NED) 
 
Amorces AFLP 
 
Adaptateurs extrémités cohésives EcoRI 
AdaEcoRI-1  CTCGTAGACTGCGTACC 
AdaEcoRI-2  AATTGGTACGCAGTCTAC 
Amorce amplification EcoRI 
EcoRI-XXX  f-GACTGCGTACCAATTCXXX 
Adaptateurs extrémités cohésives PstI 
AdaPstI-1  CTCGTAGACTGCGTACATGCA 
AdaPstI-2  TGTACGCCGCAGTCTAC 
Amorce amplification PstI 
PstI-XXX  f-GACTGCGTACATGCAGXXX 
Adaptateurs extrémités cohésives MseI 
adaMseI-1  GACGATGAGTCCTGAG 
adaMseI-1  TACTCAGGACTCAT 
Amorce amplification MseI  
MseI-XXX  f-GATGAGTCCTGAGTAAXXX 
 
Amorces ISSR 
 
MF42   f-GCTAACAACAACAACAAC  
MF51   f-GGGAACAACAACAAC 
MF121  f-GAGTCTCTCTCTCTCTC 
K7   f-CAACTCTCTCTCTCT 
K8   f-CTCTCTCTCTCTCTCTT 
ISSR-CA  CACACACACACACACAG 
ISSR-GATA-1 GATAGATAGACAGACA 
ISSR-GAGA  GAGAGAGAGAGAGAGAYT 
ISSR-GAA  GAAGAAGAAGAAGAAGAC 
ISSR-CA-3  CACACACACACACACARG 
ISSR-GAAA  GAAAGAAAGAAAGAAAGAAAY 
ISSR-TAG-1  VVTAGTAGTAGTAGTAG 
ISSR-TGC-1  HVTGCTGCTGCTGCTGC 
ISSR-CCA-1  HVHCCACCACCACCACCA 
  
  
Amorces SSAP 
 
Adaptateurs extrémités cohésives HindIII 
AdaHind1     CTCGTAGACTGCGTACA     
AdaHind2     CATCTGACGCATGTTCGA 
Amorce amplification HindIII 
Hind-XX        GACTGCGTACAAGCTTXX     
Adaptateurs extrémités cohésives TaqI 
AdaTaq1  GACGATGAGTCCTGAG     
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AdaTaq2  CGCTCAGGACTCAT    
Amorce amplification TaqI 
Taq-XX  GATGAGTCCTGAGCGAXX      
Amorces spécifiques éléments transposables 
Tsa   f-CTCCCCACCTTGCTCTTG 
Ts   f-GAAACAGCCTCTCTACCC  
Aur   f-GCTCGAACCCGTGACCTCCTG 
 
Amorces marqueurs SCARs 
 
Chal1-1  TAACAGCCTAACCCTATTCC 
Chal1-2  AATTCAAGGGGTAAAGCTATTC 
PVYM  TTAACAACAGCTTTTAGCAGACAC 
E1   ACAACTGGCAAGCTAAGCTCATT 
E2   CAAGCTAAGCTCATTATCAGAGCA 
 
Amorce de séquençage 
 
M13 reverse  GAAACAGCTATGACCATG 
Développement d’une carte génétique de Nicotiana tabacum et détection de QTLs liés à 
des caractères agronomiques et à la composition de la fumée 
 
 
L’utilisation des marqueurs moléculaires est un outil d’amélioration du tabac (Nicotiana 
tabacum, 2n=48). Les données issues des caractérisations agronomiques et chimiques de 114 
lignées recombinantes, ainsi que de la caractérisation de la fumée de cigarettes ont été 
étudiées. Dix huit groupes de liaisons couvrant 707 cM ont été obtenus à partir de 182 
marqueurs AFLP, ISSR, SSAP et SCAR et de 2 marqueurs biologiques. Près de 47% des 
marqueurs sont en distorsion de ségrégation, et 23 % n’ont pas pu être cartographiés. Soixante 
quinze QTLs expliquant de 8 à 44 % de la variation des caractères étudiés ont été détectés. 
Des QTLs liés à des caractères chimiques de la feuille colocalisent avec des QTLs liés à la 
qualité de la fumée, suggérant l’effet pléïotropique de certains gènes. Des investigations 
complémentaires offriront des perspectives intéressantes en amélioration du tabac. 
 
Mots clé : Nicotiana tabacum, carte génétique, QTLs, caractères agronomiques, propriété de 
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Development of a Nicotiana tabacum genetic map and detection of QTLs linked to 
agronomical characters and to smoke composition. 
 
Molecular markers are a potential source for tobacco improvement (Nicotiana tabacum, 
2n=48). Data from chemical and agronomical characterization of 114 recombinant inbred 
lines, and from cigarettes smoke characterization, have been studied. Eighteen linkage groups 
covering 707 cM were obtained with 182 AFLP, ISSR, SSAP and SCAR markers and 2 
biological markers. Almost 47 % of markers were in distortion segregation, and 23 % 
remained unliked. Seventy five QTLs explaining from 8 to 44 % of character variation were 
detected. QTLs linked to chemical characteristics of the leaf colocalized with QTLs linked to 
smoke quality, suggesting pleiotropic effect of some genes. Complementary investigations 
will offer interesting perspectives for tobacco improvement.  
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